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1..   SUMMARY  
  
 Introduction of human hematopoietic CD34+ stem cells from umbilical cord 
blood very early in fetal life may correct some inherited hematological disorders 
including hemoglobinopathies and other congenital immunodeficiencies. Due to the 
development of molecular diagnosis, some of those diseases can be diagnosed 
prenatally and in utero hematopoietic stem cell transplantation may offer a cure for 
those disorders. Some authors have already attempted transfusing hematopoietic CD34+ 
stem cells into the fetal peritoneum to cure inherited blood disorders. Early transfusions 
of CD34+ hematopoietic precursors have been performed at 14-16 weeks in human 
gestations and the first successful in utero treatment of severe combined 
immunodeficiency was reported in 1996. Our hypothesis is that greater tolerances to 
xenoantigens present in human cells and increased stem cell xenoengraftment may be 
possible if these cells are given between 36 and 46 days gestation in the baboon models, 
when the fetus is not immunocompetent via ultrsonographic-guided celocentesis 
procedure. We isolate CD34+ stem cells from human umbilical cord blood using 
immunomagnetic isolation kits and the safety of the celocentesis procedure in this 
model has also been reported.  Baboons have similar implantation, early embryologic 
development and placentation to humans. Baboons are also large enough to allow 
ultrasonographic examinations and therefore represent an optimal model for in utero 
embryonic stem cell transfusion. We will test for xenochimerism by different methods 
on the neonatal samples to determine peripheral blood response in each animal that 
received human CD34+ cells in utero.  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2..   INTRODUCCIÓN  
   Introducción 
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Hoy en día, los avances en las técnicas de imagen, marcadores biológicos y 
moleculares y la introducción de las técnicas invasivas guiadas por ecografía, han 
incrementado el número de entidades diagnosticables durante el período prenatal. Entre 
éstas, podemos encontrar más de 4.000 afecciones monogénicas, y una variedad de 
enfermedades multifactoriales susceptibles de terapia génica (1, 2). 
La terapia celular mediante la introducción de células madre hematopoyéticas en 
un paciente afecto de una enfermedad susceptible de tratamiento, es una forma de  
terapia génica. El alo-trasplante de células madre hematopoyéticas se sabe que puede 
ocurrir de forma natural en embarazos gemelares dicigóticos, que establecen 
comunicaciones placentarias in utero (1, 3). Esto se debe a que diversas características 
del embrión en desarrollo, brindan la oportunidad de tolerar sangre de un donante 
durante este periodo.  
Si se perfeccionan los métodos de introducción de las células madre en el 
embrión, este tipo de tratamiento genético in utero, podría convertirse en una alternativa 
viable, sobre todo para tratar enfermedades metabólicas, inmunológicas y 
hematopoyéticas, de origen hereditario, antes de que el déficit genético haya 
comprometido significativamente a distintos órganos fetales (1, 2, 4). Además, la 
existencia de una “ventana inmunológica” en el desarrollo embrionario, previa al inicio 
de los procesos de capacitación tímica, con presencia de células T maduras, permite la 
tolerancia a antígenos extraños. En condiciones ideales, la transferencia génica iniciada 
durante este periodo daría lugar a una tolerancia prolongada, quizás permanente, si estos 
antígenos se mantienen de forma persistente, lo que evitaría cualquier respuesta inmune 
celular del huésped contra las células donadas y facilitaría el trasplante de otros órganos 
en un período postnatal (5, 6).  
2.. 1..   Terapii a  Génii ca  
En la actualidad, ya se pueden vislumbrar los pasos que llevarán a la prevención 
y  tratamiento de enfermedades genéticas mediante el uso de genes y células madre. La 
primera paciente sometida a un tratamiento génico, fue Ashanti Da Silva, una niña de 4 
años, tratada por el equipo que dirige el Dr. Anderson, de los Laboratorios de Genética 
de la Universidad del Sur de California, en 1990, por presentar un defecto en el gen que 
codifica el enzima adenosín deaminasa. Inicialmente, se le extrajeron células madre de 
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su sangre y, en dichas células, se introdujo una copia normal del gen para, 
posteriormente, reinyectarlas al torrente sanguíneo de la niña. Tras 4 inyecciones, una 
mensual, la niña, que, por su inmunodeficiencia combinada grave, tenía que vivir en un 
ambiente estéril, comenzó a tener una vida normal hasta el día de hoy (2).  Tres años 
más tarde, el equipo del Dr. Donal Kohn, en la misma Universidad, repitió la 
experiencia en tres recién nacidos afectos por la misma entidad, esta vez, introduciendo 
el gen sano en las células madre hematopoyéticas, procedentes del cordón umbilical, de 
dichos recién nacidos que, al igual que el caso de Ashinti, evolucionaron de forma 
favorable tras el tratamiento, convirtiendo dichas células en armas terapéuticas para las 
enfermedades hematopoyéticas (7). 
En general, existen tres enfoques terapéuticos para las enfermedades hereditarias 
susceptibles de terapia génica (2):  
1. Introducción de genes sanos en las células somáticas responsables del 
fenotipo del paciente.  
2. Trasplante de células madre sanas, autólogas o alogénicas, que permitan la 
creación de quimeras celulares estables en el paciente.   
3. Fármaco genética: moléculas que corrijan la vía metabólica alterada en la 
célula, a través de la regulación de la expresión patológica del gen o de la acción u 
omisión patológica del producto del gen. 
A su vez, la terapia génica puede realizarse ex vivo, in vivo o, in situ (Figura 1.). 
La corrección genética ex vivo 
consiste en extraer células del 
enfermo, introducir en ellas 
copias normales del gen mutado, 
poder demostrar la integración del 
gen normal en el genoma celular, 
así como el funcionamiento de la 
maquinaria reguladora de la 
expresión del gen para que, 
finalmente, se reintroduzcan las 
células al paciente, como en el 
 
Figura 1. Alternativas terapéuticas de la terapia génica. 
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caso de Ashanti Da Silva (2). La corrección in vivo (dentro del organismo), consiste en 
inyecciones sucesivas al paciente, de vectores portadores de los genes normales, que se 
incorporan de forma selectiva a las células diana. Por último, la corrección in situ (en el 
mismo lugar) implica el tratamiento de enfermedades localizadas en un órgano o tejido. 
Son múltiples las alternativas para poder insertar un gen en una célula (2, 8, 9) . 
Los genes pueden ser insertados directamente al núcleo de la célula mediante micro-
pipetas hidráulicas bajo control microscópico o introducidos mediante un vector viral o 
no viral. Los virales incluyen retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados, virus del 
herpes simple y lentivirus que, a pesar de ser vehículos muy eficientes en la 
transferencia génica, pueden provocar mutagénesis, silenciar la expresión de genes, o 
inducir una respuesta inmune in vivo.  Los vectores no virales son menos eficaces, e 
incluyen los liposomas catiónicos, distintos polímeros, o DNA desnudo (10).  Algunos 
vehículos requieren, además, el tratamiento de la membrana celular con corrientes 
eléctricas para abrir sus poros (electroporación) o tratamientos químicos que cumplan el 
mismo fin (1, 2, 11).  
2.1.1. Terapia génica durante el período embrionario-fetal 
La tabla 1 describe algunas de las enfermedades que afectan a las células madre 
hematopoyéticas y que pueden ser diagnósticadas prenatalmente. 
En la actualidad, no se contempla el tratamiento génico durante el periodo pre-
implantacional ya que, en la mayoría de los casos, los embriones enfermos pueden ser 
seleccionados antes de la implantación. A partir de ciertos estadios del desarrollo 
embrionario puede contemplarse la posibilidad, en familias con riesgo elevado de 
presentar enfermedad hereditaria severa, y sin acceso a técnicas de fertilización in-vitro 
o diagnóstico pre-implantación, de realizar el diagnostico prenatal y el tratamiento 
genético in utero, como alternativa al aborto terapéutico si el feto esta afecto.  
El objetivo del tratamiento in utero es reducir o evitar las secuelas de la 
enfermedad en cuestión que, en ocasiones, se manifiesta de forma prenatal (5, 12).  Las 
distintas alternativas de terapia génica podrían aplicarse de forma prenatal. El 
tratamiento génico ex vivo sería posible, en periodos relativamente avanzados del 
desarrollo humano, utilizando células sanguíneas obtenidas del cordón umbilical fetal 
que, posteriormente, puedan reintroducirse en el feto.  El tratamiento génico in vivo, 
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implicaría la inyección del vehículo directamente en el torrente circulatorio o en el 
peritoneo fetal, aunque no se podría controlar la incorporación generalizada del gen. 
Finalmente, el tratamiento génico in situ, introduciría el vehículo de forma directa en el 
tejido afecto. En éste último caso, dada la dificultad técnica, debe contemplarse en 
estadios avanzados del desarrollo utilizando la cirugía fetoscópica ecoguiada.  Todo esto 
sin embargo, se encuentra actualmente en fase experimental (13-15).  
2.. 2..   Céll ull ass   madre  
 Toda célula madre se caracteriza por tener: 1) capacidad de auto-renovación 
(división celular sin diferenciación), 2) cierta capacidad de repoblación celular a largo 
plazo en el tejido donde se asientan, y 3) un elevado potencial de diferenciación en 
múltiples líneas celulares (división celular con diferenciación). 
 Las células madre se denominan totipotenciales, cuando pueden dar lugar a un 
organismo completo, o pluripotenciales, cuando pueden diferenciarse en células 
procedentes de las tres capas embrionarias: ectodermo, mesodermo o endodermo. Por 
último, se dice que las células madre son multipotenciales, cuando su capacidad de 
diferenciación se limita a los tipos celulares del órgano o tejido del cual proceden (1). 
 Conforme avanza el desarrollo embrionario, disminuye el potencial de 
diferenciación celular, y así, tras la fecundación, 
y hasta el estadio de mórula (8-16 células), todas 
las células son totipotenciales. A partir de este 
momento, comienza un patrón de división 
diferencial, dependiente de la capacidad 
mitótica, que adquiere cada célula dentro de la 
mórula (polarización celular). Tras este periodo, 
se acumula líquido, pasando al estadio de 
blastocisto, donde se diferencian dos tipos de 
célulares: las células de la superficie del 
embrión (trofo-ectodermo), y las del interior del 
embrión (masa celular interna). De ésta última,  
va a derivar el embrión propiamente dicho y por tanto, son células con carácter 
pluripotencial (14, 16). A continuación, y mediante el proceso de gastrulación, se 
Figura 2. Desarrollo embrionario hasta la 
formación del blastocisto embrionario. 
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forman las estructuras embrionarias, adquiriendo, las células, un carácter multipotencial 
(Figura 2). 
Tabla 1. Enfermedades susceptibles de terapia génica, clasificadas en función del tipo de célula 
afecta. 
 
Entidad 
Serie 
celular 
afectada 
Herencia Etiopatogénia 
Localización de 
la alteración 
genética. 
Anemia de Células Falciformes Eritroide HAR Hemoglobinopatía 11 (11p15.5) 
α Talasemia Major Eritroide HAR Hemoglobinopatía X (Xq13) 
β Talasemia Major Eritroide HAD Hemoglobinopatía 11 (11p15.5) 
Enf. Granulomatosa Crónica Leucocitaria HAR lig-X o HAR 
Déf. de la nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato oxidasa 
HAR lig a X (50-
65%) y X (Xp21-
1). 
Agranulocitosis Infantil  
(Sd. De Kostmann) Leucocitaria HAR Déf. de la elastasa neutrofila 19 (19p13.3) 
Sd. Chediak Higashi Leucocitaria HAR Déf. de la proteína LYST. 1 (1q42.1-q42.2) 
Tromboastenia de Glanzmann Plaquetaria HAR Déf. del receptor de fibrinógeno plaquetario 
17 (17q21.32-
17q21.32). 
Mucolipidosis Tipo I EM HAR Déf. de neuraminidasa 6 (6p21.3) 
Adrenoleucodistrófia EM HAR o HAR lig-X Def. de lignoceroíl-CoA ligasa X (Xq-28). 
Enf. de Hurler (MPS-1) EM HAR Déf. de la enzima alfa-L-iduronidasa. 4 (4p16.3) 
Enf. de Hunter (MPS-2) EM HAR lig-X Déf. de sulfatasa del iduronato 28 (28 q)). 
Sd de Sanfilippo (MPS-3) EM HAR Déf. de la degradación del heparan sulfato. 17 (17q25.3) 
Enf. de Morquio (MPS-4) EM HAR 
Déf. de la enzima N-acetil 
galactosamina-6-sulfatasa  
(forma A) y beta-galactosidasa 
(forma B) 
16 (16q24.3) 
Síndrome de Sly (MPS-7) EM HAR Déf. de β glucoronidasa 7 (7q21.11). 
Mucolipidosis Tipo IV EM HAR Déf. de neuraminidasa 19 (19p13.3-p13.2) 
Mucolipidosis Tipo II EM HAR Déf. de neuraminidasa X (Xq28) 
Síndrome de Maroteaux-Lamy  
(MPS-6) EM HAR Déf. de arilsulfatasa B. 5 (5q11-q13) 
Leucodistrófia Metacromática EM HAR Déf. de Arilsulfatasa A 22 (22q13.31-qter) 
Fucosidosis EM HAR Def. de α -L-fucosidasa 1 (1p34) 
Enf. de Fabry EM HAD lig-X Déf. de α galactosidasa A X (Xq22.1).  
Enf. de Pompe EM HAR Déf. de α glucosidasa ácida. 17 (17q25.2-q25.3). 
Enf. de Niemann-Pick EM HAR Déf. de esfingomielinasa Tipos A y B: 11 (11p15) 
Enf. de Gaucher EM HAR Déf. de glucocerebrosidasa 1 (1q21). 
Leucodistrofia de Células 
Globoides (Enf. de Krabbe) EM HAR Deficit de galactosil ceramidasa 14 (14q31) 
IMD de Wiskott Aldrich IMD HAR lig-X Mutacion en el gen WAS Xp11.23-p11.22 
Enf: enfermedad; MSP: mucopolisacaridosis; EM: enfermedad metabólica; IMD: inmunodeficiencia; 
HAR: herencia autonómica recesiva; HAD: herencia autonómica dominante; lig-X: ligada al cromosoma 
X; Déf: déficit. 
2.2.1. Obtención de células madre 
La utilización de embriones como fuente de células madre es un tema de intenso 
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debate, así como, todos los aspectos relacionados con la clonación terapéutica. En la 
introducción de esta Memoria, se presentan las alternativas que existen como fuentes de 
células madre centrándose, principalmente, en la obtención de células madre 
hematopoyéticas a partir de la sangre del cordón umbilical tras el nacimiento.  
Las células madre pueden extraerse de (Figura 3): 1) las células de la masa 
celular interna del 
embrión, cuando está 
en fase de blastocisto, 
correspondiente al 5º 
día del desarrollo 
embrionario; 2) la 
clonación a partir de 
células somáticas del 
núcleo de las células 
adultas y 3) las células 
madre multipotenciales 
presentes en algunos 
tejidos. Por ejemplo, 
las células madre 
hematopoyéticas localizadas en los sistemas hematopoyéticos primarios y secundarios, 
que incluyen el saco vitelino, el mesodermo para-aórtico, el hígado, la médula ósea y el 
torrente sanguíneo. De forma característica, la mayoría de estas células se encuentran en 
estado quiescente, excepto una subpoblación con capacidad formadora de colonias, que 
expresa el antígeno de superficie CD34 (17). Estas son las células madre 
hematopoyéticas que han sido aisladas y utilizadas clínicamente (18).  
2.. 3..   Céll ull ass   madre  hematt opoyétt ii cass   CD34+  
CD34 (CD o “cluster of differentiation número 34”) es una proteína de 
superficie de 382 aminoácidos, fuertemente glicosilada, que se expresa, 
preferentemente, en células madre de linaje linfo-hematopoyético, en células 
endoteliales, y en fibroblastos embrionarios (17). Aunque algunos autores han publicado 
la existencia de células con capacidad de repoblación hematopoyética que no expresan 
Figura 3. Fases del desarrollo embrionario tras las que pueden 
obtenerse células madres mediante cultivo celular 
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CD34 (CD34 negativas) (19-21), esta población puede formar colonias in vitro, cuando 
se produce la expresión del antígeno CD34. Por ello, la expresión de CD34 es 
considerada como un indicador de célula hematopoyética primitiva (22).  
2.3.1.  Secuencia génica del antígeno CD34 
El gen que codifica para el antígeno CD34 esta localizado en el brazo largo del 
cromosoma 1 (1q32) (23). El gen consta de 28 Kb, comprendidas en 9 exones y 8 
intrones. Entre los exones 7 y 8, existe un exón, denominado X, que se expresa sólo tras 
un proceso de splicing 
alternativo, y origina una 
proteína truncada de 323 
aminoácidos (Figura 4) 
(24). La diferencia en 
longitud de la proteína 
resultante afecta a su 
dominio intracelular, y 
parece ser, que el splicing 
alternativo se relaciona 
con el grado de 
diferenciación de la célula 
progenitora (17). Desde el 
punto de vista evolutivo, 
el gen que codifica para el antígeno CD34 esta altamente conservado, de forma que la 
secuencia que codifica para el dominio intracelular de la proteína en humanos (exón 8), 
es  homóloga en un 90% al de las proteínas CD34 presentes en especies inferiores; los 
dominios transmembrana y extracelular, en particular el extremo N-terminal de la 
proteína, presentan una homología de un 43% en las diferentes especies (25). 
  
Figura 4. Secuencia génica del antígeno CD34. Mecanismos de 
síntesis protéica.  
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2.3.2. Estructura de la proteína CD34 
El antígeno CD34 es una glico-fosfo-
proteína monomérica de membrana tipo I, que 
contiene tres dominios estructurales: intracelular, 
transmembrana, y extracelular.  Pertenece a la 
familia de las sialo-mucinas, y tiene un peso 
molecular de unos 40 Kd. La región extracelular 
esta glicosilada y de ella parten residuos de N-
glicanos y O-glicanos. Aunque no presenta ningún 
dominio enzimático, se sabe que en el dominio 
intracelular tiene residuos de serina, que participan 
en la activación de diferentes quinasas, implicadas 
a su vez, en la transmisión de señales 
intracitoplasmáticas (Figura 5) (23, 26).  
 
2.3.3. Expresión del antigeno CD34 
El antígeno CD34 se expresa en un 1-3% de las células de la médula ósea y de la 
sangre del cordón umbilical, y en un 0,1% de las células mononucleares de la sangre 
periférica del adulto (27). Aparece en las colonias formadoras de células 
hematopoyéticas, y en los precursores linfoides, tanto de línea de células T como B. Las 
células CD34+Lin- (Lin: sin linaje celular definido) representan la fracción celular 
CD34 más primitiva, ya que no co-expresan otros marcadores de superficie asociados a 
líneas celulares diferenciadas. Las células CD34+Lin- presentan mayor capacidad de 
repoblación hematopoyética en pacientes con mieloablación, y a mayor porcentaje de 
células CD34+Lin-, se relaciona con un mejor pronóstico tras el trasplante (17, 22). 
Además de las células madre hematopoyéticas, los osteoclastos, fibroblastos y células 
del endotelio vascular, expresan el antígeno CD34 (28).  
 
SS
SS
SS
NH2
ATP
ADP
Ser
Ser
COOH
36% Ser/Thr
300Å
No globular
Globular
PROTEÍNA ACTIVADA
QUINASA C
+ OTRAS QUINASAS?
P
PN - UNIÓN CHO
O- UNIÓN CHO
Mr = 110kD
Mr (-SA) = 150 kD
Mr (-CHO) = 40 kD
Figura 5. Estructura molecular del 
antígeno CD34.  
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2.. 4..   Dess arroll ll o  dell   ss ii ss tt ema  hematt opoyétt ii co..   II mportt ancii a  en  ell   
tt rass pll antt e  de  céll ull ass   madress   hematt opoyétt ii cass   
 El éxito del trasplante de células madre hematopoyéticas, tanto prenatal como 
postnatal, depende de la creación de una quimera celular estable, y con capacidad de 
proliferación en el receptor. El término quimera, proviene de la mitología griega donde 
se empleaba para describir un animal compuesto por partes procedentes de distintos 
animales. Una quimera celular en un paciente, se logra tras la tolerancia inmunológica 
de células de un donante, por un individuo receptor (29, 30).   
 En los años 40, el Dr. Owen describió un caso de gemelos dicigóticos bovinos, 
con grupos sanguíneos distintos, que presentaban además una quimera estable de células 
con grupo sanguíneo del co-gemelo correspondiente. Este hecho representó la primera 
descripción de un quimerismo natural, y se cree que ocurre en el 8% de las gestaciones 
múltiples dizigóticas, que comparten circulación placentaria en humanos (31, 32). 
Basados en estos datos, Billingham, Brent y Medawar observaron que tras intercambiar 
injertos cutáneos y renales, en estos animales quiméricos adultos, existía una tolerancia 
permanente al injerto. El mismo Billingham, utilizando ratones, encontró que los 
inóculos provenientes de la médula ósea de neonatos, eran tolerados en otros animales y 
que dicha tolerancia no se alcanzaba utilizando inóculos provenientes de animales 
adultos(31). Además, demostró que dicha tolerancia era debida al déficit relativo de 
células T en el donante, responsables de la enfermedad de injerto contra huésped (31). 
En la actualidad, se acondiciona la médula ósea del receptor mediante un tratamiento 
mieloablativo, se trasplantan inóculos deplecionados de la fracción de células T y para 
alcanzar la tolerancia a largo plazo, se añade un tratamiento inmunosupresor (33). Sin 
embargo, estos hallazgos ponen de manifiesto la importancia del desarrollo 
hematopoyético durante el periodo gestacional y la necesidad de abordar el periodo de 
ventana inmunológica in utero para alcanzar el injerto del inóculo y asi, disminuir la 
morbimortalidad del paciente. 
  El sistema hematopoyético se desarrolla de forma multifocal (34). Conforme 
avanza la gestación, aparecen los órganos hematopoyéticos primarios: el saco vitelino y 
el mesodermo que rodea la aórta abdominal, el hígado, el bazo y la médula ósea 
(Figura 6). Esta última, representa el órgano hematopoyético por excelencia durante la 
vida postnatal y aquí, las células madre hematopoyéticas se diferencian hasta un estado 
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de célula precursora que, posteriormente, madura en el torrente sanguíneo. 
 
 
 
Figura 6. Ontogenia del sistema hematopoyético. Se describen los eventos migratorios de las 
hematopoyesis desde el periodo embrionario al perinatal, así como el porcentaje de la hematopoyesis de 
la que es responsable cada tejido durante el embarazo 
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2.4.1. Compartimiento celular 
La producción diaria de células sanguíneas, en un adulto sano, es de alrededor de 
1012 células/día, y está regulada por la interacción de factores solubles y ligados a 
membrana, y factores 
estimuladores e inhibidores, 
y sus correspondientes 
receptores (35). Desde el 
punto de vista funcional, las 
células hematopoyéticas se 
pueden distribuir, 
fundamentalmente, en tres 
compartimentos diferentes  
(Figura 7):          el 
compartimiento de células 
madre, el compartimiento de 
células progenitoras, y el compartimiento de células precursoras y maduras. Todas las 
células, a lo largo de su proceso de diferenciación, van progresando a través de estos 
compartimientos, perdiendo, paulatinamente, capacidad proliferativa y ganando 
aspectos morfológicos distintivos de las diferentes células maduras que originan y que 
son visualizables por microscopía óptica. 
Las primeras evidencias de la existencia de células madre hematopoyéticas 
surgieron con los estudios de Jacobson y cols (36), que lograron recuperar la función 
medular de ratones irradiados, con extractos de bazo previamente extraídos del animal. 
Posteriormente, Till y McCulloch (37), acuñaron el concepto de unidad formadora de 
colonia esplénica (CFU-S) para definir las colonias que aparecen tras la infusión 
nodular en un trasplante murino. Las CFU-S a día 12 tras la infusión, contienen células 
que son capaces de repoblar a un receptor secundario (37). Las células del 
compartimiento madre son heterogéneas y comprenden células con capacidad variable 
de auto-renovación y diferenciación multilineal. Más adelante, la aparición de la 
citometría de flujo, que permite identificar las moléculas contenidas en el interior 
celular o en su membrana, define, el fenotipo de esta población celular, mediante la 
expresión del antígeno CD34, y dependiendo de la línea celular, expresarán marcadores 
Figura 7. Células de sistema hematopoyético. Compartimentos 
celulares y localización.  
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específicos de una u otra línea celular: CD71 para la línea eritroide, CD13 para la línea 
gránulo-monocítica, CD14 para la línea monocítica, CD15 para la línea granulocítica, y 
CD61 para la línea megacariocítica  (Figura 8) (38-40). 
 
Figura 8. Proceso de maduración de la célula madre hematopoyética (CMH) con capacidad 
multilineal. El seguimiento en la expresión o no de los antígenos celulares a partir de la CMH 
mediante cambios cuantitativos (incremento y disminución) y cualitativos (pérdida o aparición en 
la expresión de nuevos marcadores) en la expresión de dichas moléculas, determina el subtipo 
celular en el que la CMH va a diferenciarse. En ocasiones, la CMH migra al timo, para dar lugar a 
la serie linfoide timo dependiente, entre los que figuran los linfocitos T. 
 
 
A diferencia de las células de los compartimentos anteriores, las células del 
compartimiento precursor/maduro pueden ser reconocidas por técnicas morfológicas. 
Dentro de cada línea celular se observan diferentes precursores: proeritroblastos, 
mieloblastos, monoblastos y megacarioblastos. Cada línea celular hematopoyética 
mieloide tiene un patrón de diferenciación propio y específico, con células reconocidas 
en los aspirados de médula ósea normales. 
2.4.1.1.  Citocinas y factores de crecimiento hematopoyéticos 
Los factores de crecimiento hematopoyéticos fueron inicialmente descritos por 
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Bradley y Mctcalf (41), y Pluznik y Sachs (42), como factores solubles que, en medios 
clonogénicos, inducían la producción de colonias. Durante la década de los 70 y 80, 
fueron descritas las características moleculares, así como la función de muchos de estos 
factores solubles, dada su capacidad para estimular diferentes tipos de colonias.  
Posteriormente, con la clonación de dichos factores, y la identificación de sus 
receptores, se han podido estudiar los mecanismos de acción diferencial sobre cada una 
de las células hematopoyéticas. Funcionalmente, las citocinas más ampliamente 
utilizadas en los cultivos de expansión han sido clasificadas por grupos, dependiendo de 
su espectro celular y de su capacidad de inducir proliferación y diferenciación celular 
(Tabla 2).  
  La terapia celular pretende ofrecer un tratamiento utilizando a las células y sus 
interacciones. La discriminación de las diferentes sub-poblaciones celulares ha llevado 
al diseño de modelos terapéuticos basados en sus funciones específicas (43, 44). La 
expansión celular ex vivo pretende aumentar ó generar un subtipo celular con propósito 
terapéutico mediante la utilización de técnicas de cultivo celular. Dichas técnicas se 
dividen clásicamente en los cultivos tipo Dexter o dependientes de estroma, y los 
cultivos dependientes de suero y citocinas. Los cultivos tipo Dexter suponen una forma 
quasi fisiológica de cultivo, donde las células estromales configuran un medio biofísico 
y bioquímico que simula al microambiente de la médula ósea. Una de las mayores 
limitaciones de este tipo de cultivo es conseguir estrómas alogénicos o estromas 
inmunológicamente inertes (14, 45). Los cultivos dependientes de suero y citocinas, se 
basan en proporcionar el sustrato bioquímico para la proliferación y la diferenciación 
celular. Su ventaja reside en la capacidad de dirigir, de forma unilineal o multilineal, la 
capacidad proliferativa de las células madre hematopoyéticas. Se ha demostrado que la 
utilización de SCF, FLT-3L, TPO, IL-3 e IL-6 promueve la proliferación y 
diferenciación de las células madre hematopoyéticas (46-49). Particularmente, SCF 
incrementa la supervivencia de las células madre y las induce a dividirse de forma 
autoconservativa; FLT-3L, favorece el mantenimiento de las células madre en cultivo 
por su efecto antiapoptótico y TPO, IL-3 y/o IL-6  son citocinas que facilitan la acción 
de SCF y FLT-3 a la vez que estimulan la proliferación y diferenciación hematopoyética 
(50, 51). 
 Recientemente ha aparecido una estructura bio-inerte que proporciona a las 
células un soporte tridimensional poroso similar al microambiente medular, conocida 
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comercialmente como Cytomatrix. Algunos autores han encontrado que agregada a los 
cultivos con suero y citocinas, incrementa la capacidad de expansión ex vivo de las 
células madre hematopoyéticas (Figura 9).  
 
 
Figura 9. Estructura tridimensional del citromatrix. Comparativa visual con el 
estroma medular 
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2.4.2. Linfopoyésis: desarrollo del sistema linfoide T y las células NK 
 Hasta el momento en que el embrión o feto no desarrolle el sistema inmune, no 
podrá distinguir por completo lo propio de lo ajeno. Este es un periodo natural conocido 
como periodo de tolerancia inmunológica. Este periodo termina con el desarrollo y 
activación funcional del timo fetal (Figura 9) (54, 55). Nuevamente, ha podido 
realizarse el seguimiento de cada una de las subpoblaciones celulares, identificables 
mediante el marcaje con anticuerpos monoclonales específicos para cada molécula 
expresada en las células, por lo que antes de la semana 16 de gestación no se encuentran 
linfocitos T maduros en el torrente sanguíneo.  Estas células hacen inmunocompetente 
al feto y se componen de dos tipos celulares distintos: células “T cooperadoras”: CD3+ 
CD4+ y células “T citotóxicas”: CD3+ CD8+.  
 En periodos anteriores se han intentado identificar progenitores linfoides, entre 
los que se han encontrado células que expresan CD45+CD7+CD3+ intracitoplasmático 
(cy), aunque sin marcadores propios de los linfocitos T (TCR, CD4+, CD8+) a partir de 
la 7ª semana de gestación en el saco vitelino e hígado fetal  (Figura 10). A nivel 
hepático, y entre las 6ª y 24ª semana, algunas células CD45+CD7+ cyCD3+ también co-
expresan CD56+, característico de las células NK (56). Estas observaciones han 
permitido la descripción de precursores tímicos, entre los que figuran las células 
progenitoras que expresan CD34+CD38- y CD33+. Además, células progenitoras que 
coexpresan CD3+ en modelos animales, son 
de igual forma células primitivas que migran 
desde el hígado al timo fetal (57), Lobach y 
Haynes (55) opinan que el verdadero 
compromiso tímico solo se fundamenta 
cuando se expresa el antígeno CD7, y, 
probablemente, también CD2, CD5 y CD28. 
La adquisición de estos últimos marcadores 
se correlaciona con la pérdida de expresión 
de CD33 y CD34, y la adquisición  de 
expresión de CD38.  
 El proceso de maduración tímica de las células linfoides implica dos procesos 
fundamentales. En primer lugar, la “selección positiva” en el que las células epiteliales 
Figura 9. Histología del timo humano en un 
embrión de 22mm. Fuente 
http://anatomy.med.unsw.edu.au/ 
cbl/embryo/Series.html. 
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del timo, destruyen las linfoides incapaces de reconocer el complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC) del individuo, y por último, la “selección negativa”, en el 
que se destruyen las células capaces de reconocer los antígenos propios del individuo. 
Estos procesos se acompañan de una serie de cambios moleculares, distinguibles por 
citometría de flujo. Además, dentro del timo, las células linfoides reestructuran los 
genes de la molécula del TCR, receptor de los linfocitos T, unido a CD3, y 
característicamente adquieren la expresión de dobles positivos para CD4 (linfocito T 
cooperador) y CD8 (linfocito T citotóxico) que son sometidos, a una selección positiva 
y luego negativa, para dar lugar a un repertorio de linfocitos T maduros cooperadores o 
citotóxicos, que se multiplican a partir de las 14-16 semanas de gestación (Figura 10) 
(58).  
 
 
Figura 10. Linfopoyesis tímica fetal. El seguimiento en la expresión o no de moléculas antígenos 
celulares a partir de la célula madre hematopoyética (CMH), mediante cambios cuantitativos 
(incremento y disminución) y cualitativos (pérdida o aparición en la expresión de nuevos 
marcadores) en la expresión de dichas moléculas, determinan los subtipos celulares en los que la 
CMH va a diferenciarse dentro del timo.   
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2.. 5..   Céll ull ass   madre  hematt opoyétt ii cass   CD34+  press entt ess   en  ll a    ss angre  dell   
cordón  umbii ll ii call   
 Tras el nacimiento, la sangre que queda secuestrada en el cordón umbilical y la 
placenta es, habitualmente, desechada aunque contiene células madre y progenitoras del 
sistema hematopoyético con capacidad de regenerar la función de la médula ósea. Se ha 
estimado que en embarazos a término, los vasos placentarios tienen entre 75 y 125 ml 
de sangre (aproximadamente un 25 % del volumen sanguíneo del neonato) (59-61). Las 
arterias umbilicales se constriñen fisiológicamente tras el parto,  evitando el flujo desde 
el feto hacia la placenta. Por el contrario, la vena umbilical permanece dilatada, 
permitiendo que la sangre placentaria circule en la dirección marcada por la gravedad. 
Es por eso que, tras el parto, los neonatos situados por debajo del nivel de la placenta 
ganan sangre, mientras que los situados por encima de ese nivel, pueden perderla. En 
embarazos a término normales, una cuarta parte de la sangre placentaria puede 
obtenerse durante los primeros 15 segundos postparto (clamplaje precoz), y la mitad tras 
60 segundos (clampaje tardío) (59, 62).  
 Sin embargo, el volumen de sangre placentario que puede ser recogido tras el 
parto depende del protocolo utilizado, y los protocolos dependen, a su vez, de la 
percepción del efecto que la sangre placentaria pueda tener en la volemia neonatal (63, 
64).   
2.5.1. Técnica de recogida y composición de la sangre del cordón umbilical.  
 Broxmeyer et al describe por primera vez el método de recolección de la sangre 
de cordón umbilical con intención de obtener células madres hematopoyéticas, útiles 
para el trasplante postnatal (65). En 1988, en un niño afecta de anemia de Fanconi, 
dicho autor realiza el primer trasplante de células madre hematopoyéticas procedentes 
de sangre del cordón umbilical de su hermano.  Según dicho autor, la recolección de 
sangre se puede hacer mediante la punción de la vena umbilical de forma estéril 
(método cerrado), inmediatamente tras el clampaje del cordón, dejándola caer por 
gravedad a una bolsa de plástico que contiene 21 ml de anticoagulante EDTA. El 
drenaje de la sangre placentaria tarda una media de 3 minutos (60). Tras ello, se 
incrementa el volumen recogido mediante presión en el cordón a la salida de la sangre 
residual, o se puede efectuar una segunda punción, cerca de la inserción del cordón en la 
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placenta, para recoger la sangre exprimida por las últimas contracciones uterinas. Es 
importante que la sangre en la bolsa sea agitada frecuentemente para evitar la formación 
de coágulos.  
 También puede obtenerse la sangre del cordón mediante el aspirado con 
jeringuillas de 20 ml (método abierto), e ir almacenando la sangre en tubos de 10 ml con 
EDTA (66). En un estudio australiano, se ha comprobado que el drenaje de la sangre 
retenida en la placenta no aumenta el riesgo de retención placentaria o hemorragias 
maternas puerperales, pero si parece producir un acortamiento del tiempo hasta el 
alumbramiento, lo que podría, incluso, resultar  beneficioso (67). Los resultados 
obtenidos en por ambos métodos han sido comparados en diversos estudios (61, 68, 69)  
(Tabla 3).  
Tabla 3. Resultados comparativos entre los métodos cerrado y abierto de la obtención de la sangre 
del cordón umbilical del recién nacido.  
 
Método Cerrado Método Abierto 
20 – 25 % de fallo < 10 % de fallo 
2 – 5 % de contaminación* 1 – 5 % de contaminación  
Caída libre de la sangre  Constante visualización de la recolección 
Pinchazo único Múltiples pinchazos 
* tras cinco días de cultivo.  
  
 A pesar de que se observan diferencias a favor del método abierto, hoy en día, 
no se ha estandarizado el método de obtención, y se pueden encontrar múltiples cambios 
metodológicos, a éstos dos, así como estudios comparativos en condiciones diversas 
(66).   
 Una vez recogida la sangre puede ser mantenida a temperatura ambiente durante, 
aproximadamente, doce horas antes de ser enviada al laboratorio para el  procesamiento 
y el aislamiento de células madre hematopoyéticas. La tabla 4 refleja los resultados 
medios de los parámetros hematológicos de la sangre del cordón umbilical del recién 
nacido. Las células CD34+ representan entre el 1-3% de los células nucleadas, y en 
cantidades menores pueden encontrarse otros tipos celulares como células dendríticas, 
células madre mesenquimales, y células maternas. Estas últimas han podido 
demostrarse, por la presencia de DNA de origen materno en el 25-30%  de las muestras 
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de sangre del cordón umbilical (70, 71). 
Tabla 4. Características de las células encontradas en la sangre del cordón umbilical del recién 
nacido. Los resultados se muestran en valor de la medias ±  desviación típica.   
 
Hematocrito 49% ± 5 
Hemoglobina 15,3 ± 1,3 g/dL 
Hematíes 4,3x106  ± 0,4/ml 
Volumen corpuscular medio 112 ± 6 fl 
Hemoglobina corpuscular media 36,2 ± 2,2pg 
Serie Eritroide 
Hematíes nucleados 3,13% ± 1,11 de las células nucleadas 
Leucocitos 16,2 ± 4,7 x l0 6 /ml 
Granulocitos (51 ± 8%) 
Linfocitos  (40 ± 7%). 
Monocitos  (5 ± 4%) 
Serie Leucocitaria 
Eosinófilos otras células inmaduras (4%) 
 
2.5.2. Reconstitución de la hematopoyesis mediante la utilización de células 
CD34+ 
 A la par de la sangre del cordón umbilical, se pueden obtener células CD34+ de 
la médula ósea, de la sangre periférica, previa estimulación con factores de crecimiento, 
movilizando las células madre hematopoyéticas y del tejido fetal. Debido a la 
controversia que acompaña a la utilización de tejidos fetales, se comparan los resultados 
obtenidos en las restantes fuentes de células CD34+.  
 Existe una relación directamente proporcional entre el número de células CD34+ 
trasplantadas, y la probabilidad de alcanzar el injerto (72-75). A su vez,  la co-expresión 
de CD34+CD133+ determina una subpoblación celular altamente enriquecida de células 
madre hematopoyética, de tal forma, que CD34+CD133+ es un factor predictivo 
positivo, independiente de la recuperación de granulocitos y plaquetas (76). 
También se sabe que la expresión de ciertas moléculas de adhesión se relaciona con el 
porcentaje de injerto. Por ejemplo,  la expresión de L-selectina incrementa el nivel de 
injerto de células de  linaje mieloide (77).  
 La sangre del cordón umbilical es semejante a la sangre periférica previamente 
movilizada, y como esta responde al factor de crecimiento granulocítico (G-CSF), tiene 
un volumen de unos 80 ml y, por tanto, un potencial limitado como fuente de células 
CD34+ (78). Por otra parte, las células CD34+ en sangre periférica pueden obtenerse 
tras el procesamiento de hasta 15 litros de sangre (recirculación continua de la volemia), 
y, dado que el rendimiento actual de las máquinas de aféresis es de un 50%, el potencial 
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como fuente de células CD34+ de la sangre periférica es casi 100 veces mayor que el de 
la sangre del cordón umbilical. Debido a esto, algunos autores han sugerido que, para 
que la sangre del cordón umbilical pueda ser una alternativa a la sangre periférica, debe 
suplir la carencia relativa de progenitores con propiedades biológicas que le confieran 
una mayor calidad hematopoyética (79, 80).  
 Evidencias de que las células CD34+ del cordón umbilical podían reconstituir la 
hematopoyesis proceden de los resultados obtenidos tras experimentos con  diluciones 
límite de células CD34+, que pusieron de manifiesto  que  el porcentaje de células que 
proliferan depende de las fuentes de progenitores, y que la mayor proliferación y 
capacidad de integración a largo plazo, proviene de células CD34+ del cordón 
umbilical, cuando se compara con la  médula ósea o sangre periférica (81, 82). El 
análisis de marcadores primitivos también ha destacado la mayor frecuencia de células 
CD34+CD133+ en sangre del cordón frente a la presente en médula ósea o sangre 
periférica, lo que podría explicar la mayor capacidad de injerto de progenitores de 
sangre de cordón umbilical (79).   
2.. 6..   Tratt amii entt o  ii n  utt err o  con  céll ull ass   madre  hematt opoyétt ii cass   
El tratamiento postnatal de niños afectos con enfermedades debidas a errores 
metabólicos de origen genético, utilizando células madre hematopoyéticas, está limitado 
por el bajo número de donantes compatibles, la necesidad de una terapia mieloablativa o 
inmunosupresora, la posibilidad de desarrollo de enfermedad injerto contra huésped y 
otros factores relacionados con la elevada morbilidad ya presente en el momento del 
diagnóstico (83). Las últimas décadas del siglo XX, han permitido el desarrollo de dos 
nuevas especialidades médicas: genética clínica y medicina fetal. La integración de la 
genética clínica, medicina fetal, los avances en el entendimiento de la biología celular y 
las aplicaciones terapéuticas de distinto tipo de células madre están suscitando un 
interés creciente en ver al feto como el objetivo del tratamiento de las enfermedades 
genéticas.  La intención es poder diagnosticar enfermedades genéticas con alta 
mortalidad y morbilidad en estadios embrionarios muy precoces y proporcionar 
alternativas terapéuticas distintas al aborto (84, 85).  
El tratamiento in utero con células madres es semejante al que se ofrece post-
parto pero con las ventajas de que todavía no existen manifestaciones orgánicas o 
clínicas, no se requiere mieloablación ya que el embrión no es inmunocompetente hasta 
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las 12-14 semanas de gestación, los órganos hematopoyéticos embrionarios están 
relativamente “vacios”, lo que permitiría su colonización y durante el periodo 
gestacional las células madre hematopoyéticas se someten a un proceso de proliferación 
multifocal y multilineal, debida a la expansión celular masiva que acontece en el 
embrión en desarrollo (1, 86, 87). 
2.6.1. Tratamiento con células madre hematopoyéticas 
Según el International Bone Marrow Transplant Registry actualmente se tratan 
de forma satisfactoria más de 50.000 pacientes nuevos cada año y esta cifra se ve 
incrementada anualmente en torno al 10-15 % (88). El trasplante de células madre 
hematopoyéticas postnatal es parte del tratamiento vigente en procesos patológicos 
debidos a la disfunción propia de las células madre hematopoyéticas o de su linaje.  Por 
lo general, el protocolo de tratamiento incluye un proceso mieloablativo que, aunque 
conlleva una toxicidad aguda, también elimina la mayoría de las células patológicas e 
inmunocompetentes del paciente y el trasplante de células madre hematopoyéticas de un 
donante permite la proliferación y expansión de clones celulares hematopoyéticos 
nuevos y sanos a nivel medular (33).  
2.6.2. Interés actual por desarrollar el tratamiento in utero con células madre 
hematopoyéticas 
La tabla 5 hace referencia a algunas de las ventajas y desventajas del 
tratamiento in utero. Las ventajas podrían resumirse en: 1) reducción de abortos 
terapéuticos, 2) inducción de una tolerancia inmunológica a los antígenos del donante 
que permita un grado aceptable de quimerismo o la posibilidad de tratamientos 
postnatales sin inmunosupresión ni mieloablación (1, 89). El trasplante de células 
hematopoyéticas in utero se encuentra en fase experimental y quedan por resolverse una 
serie de cuestiones muy importantes antes de su posible aplicación clínica (90).  
Por consenso, entre especialistas en genética clínica y medicina fetal, el 
tratamiento in utero es ofrecido a la madre cuando la enfermedad fetal puede generar 
secuelas significativas durante la gestación o el tratamiento postparto es incierto. Por 
ejemplo, el conjunto de enfermedades metabólicas de origen genético presentan una 
elevada morbi-mortalidad intrauterina y en la infancia.  
Los problemas éticos derivados de la práctica del trasplante in utero con células 
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madre hematopoyéticas no han sido completamente definidos, si bien se presupone para 
esta práctica la utilización de principios éticos que incluyen el derecho a una 
información correcta y objetiva encaminada a permitir una decisión autónoma por parte 
del paciente (91). Cuando se trata de enfermedades genéticas o prenatales la 
información debe ser facilitada por genetistas clínicos entrenados en comunicar riesgos 
y opciones. La información debe ser clara, completa, comprensible y adaptada a las 
características personales de la paciente (idiosincrasia, cultura, religión, entre otras). 
Cualquier tratamiento de una enfermedad genética debe tener en cuenta los riesgos 
propios del procedimiento, así como las posibles consecuencias biológicas y 
psicológicas para el paciente y su familia (92, 93). 
 
 Tabla 5. Ventajas y desventajas del trasplante in utero de células madre hematopoyéticas. 
 
Ventajas  Desventajas  
• Posibilidad de corregir el defecto genético antes de que 
la enfermedad se manifieste de forma irreversible. 
• Riesgo reducido de rechazo debido a la inmadurez 
inmunológica del feto. 
• Posibilidad de inducir una inmunotolerancia específica a 
los antígenos del donante sin necesidad de 
acondicionamiento mieloablativo. 
• Posibilidad de realizar trasplantes sucesivos, tanto de 
células madre hematopoyéticas, como de otros órganos, 
procedentes del mismo donate tras alcanzar la tolerancia 
inmunológica frente a sus antígenos.  
• Disponibilidad de “espacio” en el estroma medular en 
desarrollo, que pueda permitir el injerto en dosis 
sucesivas. 
• El ambiente estéril del útero y el aislamiento del feto 
intraútero, permiten la posibilidad de una reconstitución 
inmunológica previa al nacimiento. 
• Se restringe a aquellas entidades congénitas 
que pueden diagnosticarse de forma prenatal. 
• Riesgo de abortos iatrogénicos. 
• Se desconoce el número de células madre 
hematopoyéticas inyectadas por kg de peso 
del paciente, a pesar de que las células 
transplantadas presentarían ventajas 
proliferativas frente a las del huésped. 
• Elevado porcentaje de fracasos a la hora de 
obtener el injerto o la tolerancia inmunológica. 
• Únicamente ha demostrado un porcentaje de 
éxito en inmunodeficiencias combinadas 
severas. 
• Consideraciones éticas del tratamiento in 
utero 
• Al igual que los tratamientos quirúrgicos in 
utero supone un procedimiento en fase 
experimental que debe demostrar su validez 
clínica y terapéutica. 
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2.. 7..   Dess arroll ll o  de  ll ass   ess tt ructt urass   embrii onarii ass   y  extt raembrii onarii ass ::   
vii ss uall ii zacii ón  y  ss eguii mii entt o  ecográff ii co  durantt e  ell   perii odo  
embrii onarii o  preii mnune  
La introducción de células en los estadios iniciales del desarrollo embrionario, 
queda justificada por la tolerancia inmunológica presente en trasplantes en animales de 
experimentación y en la observación del quimerismo natural en gestaciones gemelares, 
tanto animales como en humanas (94, 95).  
El desarrollo embrionario y extraembrionario se inicia tras la fecundación del 
óvulo por el espermatozoide, para formar el cigoto. Tras una serie de divisiones 
producidas en el cigoto, se forma el blastocisto que invade la decidua uterina y forma el 
saco gestacional (Figura 2). En el blastocisto se diferencian dos tipos celulares que 
formarán el embrioblasto y las células citotrofoblásticas que rodean la cavidad 
blastocelómica. Tras implantarse en la decidua materna, el saco gestacional queda 
totalmente rodeado por tejido citotrofoblástico durante el primer trimestre (96, 97). 
Aunque se desconoce como se diferencia el embrioblasto en los embriones humanos, la 
biología comparada ha demostrado que éste se separa por delaminación o esfacelo, en 
dos capas celulares: 1) el epiblasto, células de la porción dorsal con características 
epiteliales y que poseen membrana basal; 2) el hipoblasto, capa adyacente a la cavidad 
blastocelómica de células cuboideas  (98, 99) 
 Al proliferar el epiblasto se van creando lagunas líquidas intercelulares que tras 
ir confluyendo, van desplazando a un grupo de células hacía el exterior.  Este grupo de 
células se diferenciarán en amniocitos (100, 101). Hacia el día 9 postfecundación 
células hipoblásticas comienzan a migrar y a tapizar la superficie de la vesícula 
blastocelómica. Esta capa hipoblástica constituirá el endodermo extraembrionario. La 
vesícula creada debajo de este endodermo es el saco vitelino primario (16, 98). Hacia 
los 11 días, se puede identificar el mesodermo extraembrionario que se origina a partir 
de las porciones más dístales del embrión y que comienza a rodear todas las estructuras 
derivadas del embrioblasto entre el endodermo y el citotrofoblasto (98). Se ha sugerido 
que la cavidad extracelómica se forma como consecuencia de la ruptura del mesodermo 
extraembrionario por su incapacidad para seguir la rápida expansión del citotrofoblasto 
dentro de la decidua materna (origen trofoblástico) (102).   Sin embargo, otros autores 
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sugieren que es la coalescencia de múltiples lagunas intercelulares lo que crea la 
cavidad extracelómica dentro del mesodermo (origen mesodérmico)  (97, 98, 103). 
Durante la 3ª semana  del desarrollo, el saco vitelino secundario queda 
configurado como una vesícula que protruye de la porción ventral del embrión. Su pared 
esta compuesta por mesodermo y endodermo extraembrionario (104). Después de los 
sucesivos plegamientos tridimensionales del embrión se comienzan a crear estructuras 
intraembrionarias.  La constricción de los planos embrionarios a nivel de la base del 
saco vitelino secundario da lugar al conducto vitelino. La progresiva elongación del 
conducto vitelino hace que eventualmente el saco vitelino secundario aparezca como un 
globo inmerso en la cavidad extracelómica unido por este conducto a la pared 
abdominal del embrión (86, 105-107). Mucho más caudal al saco vitelino secundario se 
unen los tejidos mesodérmicos embrionarios y extraembrionarios y, dentro de este tallo 
mesodérmico se sitúa la segunda vesícula de origen hipoblástico llamada el alantoides.  
Finalmente, tanto el conducto vitelino como el alantoides suponen estructuras 
vestigiales más allá del primer trimestre y el tallo de conexión formará el cordón 
umbilical (Figura 11) (108, 109).  
Figura 11.  Representación gráfica de un embrión humano y de sus estructuras 
extraembrionarias alrededor de la 5º y 6º semana de gestación.  
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Las células citotrofoblásticas después de una serie de cambios estructurales 
forman el tejido corial. El tejido corial establece la comunicación entre el saco 
gestacional y la decidua materna (96, 110). Inicialmente, se forman las vellosidades 
coriales primarias que están compuestas por columnas de citotrofoblasto rodeadas de 
una fina capa de sincitiotrofoblasto. Más tarde, el mesodermo extraembrionario se 
introduce entre las células citotrofoblásticas dando lugar a las vellosidades secundarias. 
Dentro de este soporte mesenquimal se formarán los vasos sanguíneos placentarios que 
se serán los encargados de dar funcionalidad a las vellosidades que pasan a llamarse 
terciarias (111, 112).  Desde la 6ª semana de gestación, pueden observarse vellosidades 
de tipo primario, secundario y terciario y conforme avanza el embarazo, el porcentaje de 
estas últimas es mucho más importante.  A medida que el saco amniótico crece y 
contacta con las vellosidades coriales, estas degeneran y forman el corion leve. Las 
vellosidades asociadas a la decidua basal y que no estan en  contacto con el saco 
amniótico, proliferan y forman el corion frondoso o placenta definitiva (Figura 11) 
(16).  
22 ...88 ...    Ess tt aa dd iiioo ss    dd ee    Caa rr nn ee gg iiiee    dd ee lll    dd ee ss aa rr rr oo lll llloo    ee mbb rr iiioo nn aa rr iiioo    
En la actualidad, todos y cada uno de los acontecimientos que tienen lugar en el 
embrión, durante el desarrollo, pueden seguirse mediante los estadios de Carnegie (16, 
98).  Estos estadios, son el resultado de los estudios anatomopatológicos llevados a cabo 
desde principios del siglo pasado por Franklin Mall en el Department of Embryology at 
the Carnegie Institute of Washington, en una importante colección de 813 embriones 
humanos, así como de otras especies.  Este autor, utilizando la aparición de eventos 
morfológicos internos y externos, a su vez, embrionarios o extraembrionarios, conforme 
avanza la gestación, encontró una forma de describir el desarrollo embriológico en 23 
estadios a partir de la fecundación. En la siguiente tabla, se describen cada uno de los 
Estadios de Carnegie así como su relación con los días tras la fecundación, el tamaño 
del embrión, las imágenes embrionarias al microscopio así como cada uno de los 
eventos característicos de cada periodo.  
Según los estudios de O´Rahilly, Luckett y otros autores, los eventos 
morfológicos que aparecen en el desarrollo embriológico humano, característicos de los 
Estadios de Carnegie, pueden observarse en los embriones de otros animales 
vertebrados haciendo comparables el desarrollo embrionario en dichas especies (97, 
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113). La figura 11 representa el análisis comparativo de los estadios de Carnegie en 
diferentes especies. Los datos están basados en la comparativa de días aproximados, 
dada la variabilidad que se puede encontrarse en el desarrollo normal de cada especie.  
 
22 ...99 ...    Ecc oo gg rr aa ff íííaa    aa    llloo    lllaa rr gg oo    dd ee lll    pp rr iiimee rr    tt rr iiimee ss tt rr ee    dd ee    gg ee ss tt aa cc iiióó nn    
 La introducción de la ecografía transvaginal ha facilitado la visualización de los 
cambios fisiológicos acaecidos durante el 
periodo menstrual y el primer trimestre de 
gestación. De tal manera que puede 
diagnosticarse y seguirse el lugar donde ocurre la 
implantación, determinar la corionicidad así 
como el número de embriones, su morfología y 
datar de una forma más exacta el período 
gestacional durante el primer trimestre (114-
121).   
El saco gestacional puede ser detectado 
entre los días 15 y 21 post fecundación como una 
imagen econegativa esférica de 2-3 mm de 
diámetro, dentro de la pared endometrial (Figura 
12)(117, 122).  
 
Figura 11. Comparativa de los estadios de Carnegie para las distintas especies en 
función de los días post fecundación. 
Figura 12. Imágenes ecográficas de 
embarazo normales en la 2ª y 4ª semana 
postfecundación. 
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El saco vitelino es la primera estructura inequívocamente embrionaria que puede 
ser visualizada por ecografía a partir de la 3ª 
semana post fecundación, flotando en el espacio 
extracelómico dentro del saco gestacional 
(Figura 13) (120, 123). La imagen característica 
es un “anillo” de 3 a 6 mm. En su crecimiento, el 
saco vitelino alcanza su diámetro máximo hacia 
la semana 7 de gestación y mantiene este tamaño 
hasta la semana 10, que es cuando comienza a 
involucionar para desaparecer ecográficamente 
hacia la semana 12 (124-126).  Los estudios con ultrasonidos realizados de manera 
prospectivas, durante el primer trimestre, para analizar el valor pronóstico de las 
mediciones, tanto del saco gestacional como del saco vitelino, han puesto de manifiesto 
multitud de resultados, algunos de ellos contradictorios (127-129).   Existe consenso en 
señalar que la ausencia de saco vitelino, en presencia de un saco gestacional mayor de 
20 mm, o la presencia de un saco vitelino con un diámetro mayor a 7 mm, se ven 
asociados con un mayor riesgo de perdidas de embarazo (Figura 13)  (127).   
También hay que resaltar, que mediante ecografía tridimensional y Doppler 
color se ha descrito el volumen y la vascularización del saco vitelino durante el primer 
trimestre, aunque en este tipo de exploraciones, se ha advertido de la posibilidad 
iatrogénica sobre la gestación, debida al incremento de temperatura local tras incidir con 
el Doppler color de forma prolongada sobre la pared de saco vitelino (109, 127, 130). 
El saco amniótico no se visualiza claramente por ecografía hasta la 6ª semana 
postfecundación.  Aparece como una 
membrana que se expande alrededor del 
embrión y termina por obliterar la cavidad 
extracelómica al final del primer trimestre 
(Figura 14) (131-134). Para acumular 
líquido, el saco amniótico tiene que ser 
prácticamente impermeable. Esto lo sugieren 
estudios que han demostrado que a partir de 
las 12ª  semana postfecundación, debido a la 
apertura del sistema digestivo fetal al líquido 
Figura 13. Saco vitelino anormal 
(>7mm) dentro del saco gestacional 
durante la semana 5 postfecundación en 
un embarazo que terminó en aborto 
espontáneo.  
Figura 14. Imágenes ecográficas de del saco 
gestacional donde se define el saco 
amniótico (SA) y el espacio extracelómico 
(EEC) en la 7ª semana postfecundación. 
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amniótico, la concentración de alfa feto proteína aumenta progresivamente en el líquido 
amniótico (134). La expansión del saco amniótico entre la 5ª y 14ª semana de gestación 
correlaciona con la expansión de la superficie embrionaria.  Más allá de la 12ª semana 
de gestación la circulación feto placentaria, el sistema urogenital, el aparato digestivo y 
los pulmones fetales son los mayores determinantes de la producción de líquido 
amniótico (134, 135). 
El espacio extracelómico puede visualizarse ecográficamente a lo largo del 
primer trimestre de gestación, como el espacio entre la superficie corial, la cavidad 
amniótica y el embrión en desarrollo (136).  Antes de la 8ª semana de embarazo ocupa 
más de la mitad del saco gestacional.  Posteriormente, y debido al rápido crecimiento de 
la cavidad amniótica, la cavidad extracelómica va disminuyendo de tamaño y termina 
por desaparecer más allá de la 14º semana (134) (Figura 15).   
Figura 15. Visualización ecográfica de la cavidad amniótica (SA) y el espacio extracelómico 
(EEC).  Se describe el porcentaje del saco gestacional ocupado por el espacio extracelómico entre 
la 5ª y 14ª semana de gestación. 
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2.. 10..   Breve  dess crii pcii ón  de  ll oss   procedii mii entt oss   utt ii ll ii zadoss   actt uall mentt e  
para  ell   dii agnoss tt ii co  y  tt ratt amii entt o  prenatt all   en  embrii oness   
preii nmuness   
 Los avances en genética clínica, las técnicas de diagnóstico prenatal por imagen, 
el desarrollo de marcadores biológicos en suero materno y los procedimientos 
diagnósticos ecoguiados a partir de la 10ª semana de gestación han proporcionado la 
base que convierte al feto en paciente (132, 134, 137, 138).  
  Todos los procedimientos prenatales invasivos incrementan el riesgo de 
complicaciones del embarazo, así como la posibilidad de lesión fetal o alteraciones en 
su desarrollo (139, 140) y por tanto, es importante un consejo genético integral que 
informe de manera objetiva de las múltiples opciones, con ventajas y desventajas, con 
las que cuenta la paciente.  Se deben analizar los riesgos en función de las semanas de 
gestación, de los resultados del screening bioquímico y de la experiencia en una u otra 
técnica que tenga el operador (Figura 16). 
 
 
Figura 16. Técnicas invasivas de diagnóstico prenatal. Se describe el sitio de toma de 
muestra, el periodo gestacional en el que se realiza habitualmente, cada una de las 
técnicas (cuadros), así como el riesgo de pérdida fetal tras el procedimiento (letras 
negras). 
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 La precocidad en el diagnóstico prenatal facilita a los padres el tomar una actitud 
terapéutica ante un feto afecto. Sin embargo, no se recomiendan realizar amniocentesis 
anteriores a la 14ª semana de gestación, siendo imposible la realización de cordocentesis 
en este periodo (Figura 16) (141-144).  
 
 
Figura 16. Resultados de múltiples estudios que valoran el porcentaje de riesgo de pérdida 
fetal y de complicaciones perinatales en gestaciones a las que se les ha realizado una 
amniocentesis en diferentes periodos de gestación.  
 
A diferencia de la amniocentesis precoz, no se ha demostrado que exista un mayor 
porcentaje de complicaciones perinatales o pérdidas fetales, en los casos en los que se 
ha realizado biopsia de corion antes de la 12ª semana de gestación (145, 146) (Tabla 6). 
Tabla 6.  Resultados de múltiples estudios que valoran el porcentaje de complicaciones perinatales 
en gestaciónes a las que se les ha realizado biopsia de corion en diferentes periodos de gestación. 
 
 Otras técnicas, como la embrio-fetoscopia aún se encuentran en fase 
  Tipos de estudio Fuentes Nº de Casos 
Edad 
gestacional 
% Deformidad de 
los miembros 
Estudios multicéntricos GIDEF 1993 2759 6-16 1.49 
 Hsieh et al 1995 78742 7-12 0.29 
 Froster et al 1996 138966 6-20 0.6 
Estudios de cohortes Firth et al 1991 289 8-10 1.73 
 Blakemore et al 1994 4105 8-12 0.84 
 Wapner et al 1996 20040 6-20 0.03 
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experimentar. En la embrioscopia, el sistema óptico se introduce en el espacio 
extracelómico bajo guía ecográfica, evitando la membrana amniótica, por lo que se 
limita su aplicación entre la 8ª y la 11ª semanas de embarazo (147). En un periodo 
posterior la fetoscopia, durante el segundo y tercer trimestre, permite una visión directa 
del feto mediante un endoscopio de fibra óptica que puede conducirse hasta la cavidad 
amniótica a través de una aguja de 20-21 g. a través del amnios (148, 149). Existen 
varios puntos problemáticos en cuanto a la aplicación de estas técnicas, las dificultades 
técnicas, la necesidad de perfeccionamiento de los equipos ópticos, el riesgo 
desconocido de pérdidas gestacionales o complicaciones perinatales. Por ejemplo, 
queda por definir el riesgo potencial de lesión de la retina fetal en formación (148, 149). 
2.10.1. Celocentesis  
 Durante la decada de los 70, estudios realizados durante el segundo y tercer 
trimestre de gestación demostraron los cambios que ocurren en las características físico-
químicas del líquido amniótico y de que forma se relacionaban con los cambios que 
acontecían a nivel del suero materno (150, 151). Amniocentesis hechas antes de la 12ª 
semana postfecundación, sin embargo, proporcionaron resultados contradictorios en 
cuanto a la composición del líquido amniótico debido a la contaminacion con líquido 
extracelomico (102, 152). La aparición de las sondas ecográficas transvaginales facilitó 
el reconocimiento de las estructuras existentes dentro del saco gestacional y, más 
concretamente, delimitar la membrana amniótica (132, 134, 153). En 1991, surgieron a 
la par dos equipos en Londres que comenzaron a describir datos bioquímicos 
provenientes del espacio extracelómico (154, 155). Ambos grupos coincidieron en que 
el líquido del espacio extracelómico no era una gelatina y podía ser aspirado entre la 6ª 
y 12ª semana postfecundación mediante abordaje vaginal.  Desde entonces, los cambios 
ecográficos del espacio extracelómico han sido descritos tanto en embarazos humanos 
como en el modelo babuino (Papio Anubis) (Figura 17) (101, 134, 137).  
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En estos animales el momento más seguro para realizar la celocentesis ha sido definido 
en torno a los 40 días postfecundación 
(101, 137). Para poder realizar el 
procedimiento se requiere:  
1. Una gran experiencia en la 
exploración ecográfica durante el 
primer trimestre de gestación y 
en la realización de otras  
técnicas invasivas ecoguiadas, 
siguiendo sequir las 
recomedaciones habituales 
incluyendo la determinacion del 
grupo sanguineo materno.  
2. Como regla general debe 
planificarse la entrada de la aguja con un trayecto sencillo, evitando la placenta y 
sobre todo que proporcione un margen de seguridad.  
3. La preparación para garantizar un procedimiento rápido, seguro y efectivo.  
4. Un equipo entrenado, que pueda coordinar cada paso (obtención, transporte y 
procesamiento de la muestra) dentro del procedimiento.  
  Los resultados publicados en humanos, realizados en gestaciones 
humanas durante el primer trimestre, en mujeres que habían decidido interrumpir su 
gestación, fueron obtenidos tras el abordaje vaginal. Sin embargo, la celocentesis puede 
realizarse tanto por la vía transvaginal como la transabdominal. Esta última, esta siendo 
explorada en primates (156, 157). La longitud de la aguja o trocar requerida depende de 
la via de acceso, utilizando agujas de 20-22 g en celocentesis transabdominales y de 17-
20 g en transvaginales. La punción debe hacerse bajo las mejores condiciones de 
esterilidad.  Todos los estudios animales han requerido sedación de los mismos, pero en 
el caso de humanos, no se ha requerido ningún tipo de analgésia-anestesia. Al igual que 
otros procedimientos ecoguiados, se puede utilizar el método de operador único (una 
mano sostiene la aguja y la otra el transductor) o de dos operadores;  en el que un 
operador controla la imagen ecográfica, mientras que otro se encarga de la punción, 
retira el estilete de la aguja, fija la jeringa y aspira o inyecta. La frecuencia cardíaca fetal 
debe ser revisada y registrada constantemente. Tras retirar la aguja, el sitio de punción 
 
Figura 17. Porcentaje del saco gestacional 
ocupado por el espacio extracelómico entre los 40 
- 60 días postfecundación en el babuino. 
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uterina debe ser observado ecográficamente para descartar sangrado (156, 157).  
 La evaluación del riesgo asociado a un procedimiento invasivo es compleja, ya 
que toda gestación presenta un riesgo basal de pérdida fetal y de complicaciones 
perinatales que aumentan en presencia de patología fetal. En general, como para 
cualquier procedimiento prenatal invasivo, se piensa que los principales riesgos de la 
celocentesis están relacionados con la rotura prematura de membranas, hemorragia, 
infección y muerte fetal (158, 159). Se tiende a considerar como pérdida relacionada al 
procedimiento la que ocurre en los primeros días tras el procedimiento. El porcentaje de 
pérdida gestacional, en humanos, tras celocentesis por vía vaginal es un tema 
controvertido, encontrándose una amplia variedad en los resultados (3-20%) (160-162)  
Por el contrario, los estudios realizados en primates no humanos, en los que se ha 
seguido el embarazo hasta el término del mismo, han encontrado un riesgo aproximado 
de un 3% de pérdidas gestacionales (101). Se estan estudiando los riesgos secundarios 
de la celocentesis por vía transabdominal y para el momento en el que se redacta esta 
Memoria, al parecer, los resultados obtenidos resultan esperanzadores (156, 157).  
Además, debe tenerse en cuenta que estudios ecográficos seriados, tanto del embrión, 
como de las estructuras extraembrionarias, han permitido cuantificar el riesgo basal de 
perdida fetal. Resultados de un estudio prospectivo realizado en 232 mujeres con test de 
embarazo positivo, sin antecedentes de sangrado vaginal y con presencia de saco 
gestacional, demostró una tasa de pérdida fetal de un 11,5%. En los casos en los que 
además, pudo definirse un embrión con una longitud cráneo-caudal de 5 mm la tasa de 
aborto fue de un 7,2%, de 3,3% cuando los embriones midieron entre 6-10 mm y de 
0,5% cuando el embrión midio más de 10 mm (7 semanas postfecundación). 
Finalmente, aún queda por definir el potencial diagnóstico y terapéutico que tendría la 
celocentesis y por este motivo, promover la investigación en primates no humanos, 
antes de valorar su uso experimental o clínico en humanos (156, 157).  
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 La tolerancia inmunológica que presenta el embrión durante las primeras semanas del 
desarrollo, permite trasplantar células madre hematopoyéticas, alogénicas o xenogénicas, de 
un donante, de forma que se implanten quimeras hematopoyéticas estables en el receptor.  
 El trasplante de células madre hematopoyéticas al embrión preinmune tendría las 
siguientes ventajas:  
 El estado de tolerancia, a corto plazo, haría posible el trasplante y, a largo plazo, 
descartaría la necesidad de tratamiento inmunosupresor. 
 El tejido hematopoyético del huésped, durante este periodo, se encontraría “vacío” y 
de esta forma, las células del donante anidarían sin la necesidad de tratamiento 
mieloablativo previo al trasplante. 
 El trasplante en un período embrionario en el que el sistema hematopoyético del 
huésped se está expandiendo, facilitaría el desarrollo de las quimeras hematopoyéticas 
establecidas.  
 La terapia génica, mediante la introducción de células sanas en individuos afectos de 
una enfermedad congénita, se realizaría antes del desarrollo del fenotipo patológico.  
 Basado en estos datos, se realiza el presente trabajo, cuyo objetivo general es conocer, 
utilizando como modelo animal el babuino, la posibilidad de trasplantar células madre 
hematopoyéticas CD34+, procedentes de la sangre del cordón umbilical de humanos, en el 
espacio extracelómico vía celocentesis ecoguiada. De forma específica se pretende:  
1. Establecer la correlación entre el número de células hCD34+, aisladas por métodos 
inmunomagnéticos, procedentes de la sangre del cordón umbilical, el volumen de 
sangre recogido y las variables clínicas obstétrico-neonatales. 
2. Determinar la capacidad de expansión y diferenciación ex vivo de las células hCD34+, 
utilizando cultivos dependientes de medio y citocinas. 
3. Estudiar de forma comparativa la tasa de proliferación y diferenciación celular, así 
como el número de células hCD34+ tras la expansión y nueva selección por métodos 
inmunomagnéticos.  
4. Establecer la capacidad de supervivencia de las células hCD34+ en el líquido 
extracelómico del babuino, así como el fenotipo de las células supervivientes, en cada 
una de las condiciones de cultivo estudiadas.  
5. Evaluar la capacidad diagnóstica, en muestras con probable xenoquimerismo humano-
babuino, del grupo sanguíneo, el cariotipo, la citogenética molecular, los estudios por 
citometría de flujo y los estudios genómicos. 
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6. Determinar la validez del modelo animal “babuino” para realizar estudios de 
diagnóstico prenatal y de trasplante in utero de células madre hCD34+ durante un 
periodo preinmune vía celocentesis ecoguiada. Para ello será preciso alcanzar los 
siguientes objetivos secundarios: 
a. Comparar la evolución de los parámetros ecográficos del desarrollo 
gestacional del humano y el babuino, en diferentes estadios del embarazo. 
b. Describir los resultados perinatales de gestaciones humanas a término, que no 
presentaron ningún tipo de complicación en el momento del parto, y de 
gestaciones  babuinas a término y sanas, que viven en condiciones de semi 
libertad. 
c. Establecer la correlación entre la edad gestacional al parto y el peso neonatal 
de los recién nacidos babuinos. 
d. Describir la curva de crecimiento ponderal de los neonatos babuinos durante 
los primeros seis meses de vida.   
e. Determinar si existen diferencias en la curva de crecimiento ponderal en 
función del sexo del neonato babuino durante los primeros seis meses de vida.  
f. Validar los resultados hematológicos obtenidos en babuinos en distintos 
estadios del embarazo, utilizando los valores de referencia habitualmente 
empleados en humanos.    
g. Determinar la distribución de algunas hormonas y citocinas en la sangre 
materna de babuino gestante alrededor de los 40 días postfecundación, antes y 
después de la celocentesis.   
h. Determinar la posibilidad de realizar estudios citogenéticos en las células 
procedentes del espacio extracelómico del babuino. 
7. Diseñar un catalogo de moléculas, medidas en muestras pareadas de sangre materna y 
líquido extracelómico de gestaciones humanas, durante el primer trimestre del 
embarazo, y calcular el gradiente existente entre ambos compartimentos para cada 
molécula.  
8. Valorar la influencia del grupo sanguíneo, número y porcentaje de células madre 
hematopoyéticas hCD34+, y de células CD3+ inyectadas, sobre el riesgo de aborto, 
tras el trasplante de células madre hematopoyéticas en el espacio extracelómico de los 
babuinos gestantes. 
   Objetivos 
 38
9. Evaluar la posibilidad de inyectar, de forma seriada, durante el primer y segundo 
trimestre de gestación, células hCD34+ en babuinos gestantes. 
10. Describir las variables: edad gestacional y peso de los neonatos babuinos, a los que se 
trasplantaron células hCD34+ in utero en relación al grupo control de neonatos 
babuinos. 
11. Determinar la presencia de xenoquimerismo humano-babuino en los neonatos 
babuinos a los que se trasplantan células hCD34+ in utero. 
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4.. 1..   Dii ss eño  dell   ess tt udii o..     Sujj ett oss   y  perii odo  dell   ess tt udii o  
Para la consecución de los resultados presentados en esta Memoria se han realizado 
una serie de estudios con diferente diseño, que se explican a continuación, considerando que 
se ha trabajado, tanto en humanos, como en animales de experimentación: 
4.1.1. Estudios en humanos 
1. Estudio transversal en 8.876 partos atendidos en dos hospitales 
de Amarillo (Texas, EE.UU.), entre enero de 2.001 y diciembre de 2.002, con 
edad gestacional superior a 22 semanas de embarazo. Se seleccionaron 5.786 
nacidos a término (37-40 semanas cumplidas de embarazo) de gestaciones 
únicas y sin complicaciones intraparto como grupo control. En este grupo, se 
analizaron las variables perinatales de edad gestacional y peso neonatal, para la 
creación de normogramas de estudio de dichas variables. 
2. Estudio transversal en 45 muestras de sangre de cordón 
umbilical de la población anterior, con una edad gestacional en el momento del 
parto de 39±1,7 semanas (rango de 37– 41 semanas), de las que se obtienen 
células madre hematopoyéticas CD34+ (hCD34+) y plasma. Se describen las 
variables clínico-analíticas tanto de la madre como de los recién nacidos, así 
como las correlaciones entre las distintas variables registradas. 
3. Estudio longitudinal prospectivo de proliferación y 
diferenciación celular tras cultivar las células hCD34+, aisladas a partir de 5 
muestras de sangre de cordón umbilical, de las 45 anteriormente decritas, en 
diferentes condiciones, con intención de lograr la expansión celular ex vivo.  
4. Estudio longitudinal prospectivo de las células hCD34+, 
obtenidas del cordón umbilical de un recién nacido, incubadas en diferentes 
concentraciones de líquido extracelómico, extraído de un animal de 
experimentación, y medio de cultivo empleado en los experimentos de 
expansión ex vivo.  
Todos los estudios humanos se llevaron a cabo según los criterios establecidos en los 
protocolos IRB 2041: Hematopoietic gene therapy, IRB 1823: Antepartum and postpartum 
retrospective chart review y IRB 3032: Fetal maternal and placental endocrinology at 
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normal term delivery, cuyo investigador principal fue el Dr. Joaquín Santolaya Fórgas y el 
investigador asociado, el Dr. Juan Antonio León Luis, en el Departamento de Obstetricia y 
Ginecología de la Universidad de Texas Tech Health Sciences Center, Amarillo (Texas, 
EE.UU.) (ver anexo: Protocolos de estudios en humanos). A cada paciente, se le entregó y 
explicó un consentimiento informado, que posteriormente firmó, y cuyo contenido se acoge a 
la normativa sobre la protección de datos de carácter personal, que exige la legislación 
americana y evaluado de forma favorable, por el Comité Ético de Investigación de la 
Universidad de Texas Tech Health Sciences Center, Amarillo (Texas, EE.UU.). 
4.1.2. Estudios en animales de experimentación 
Todos los experimentos se realizaron en babuinos (Papio Anubis) procedentes la 
colonia animal de Fort Reno, pertenecientes a la Universidad de Oklahoma (Oklahoma, 
EE.UU.).   
1. Estudio transversal de 18 animales gestantes, en diferentes edades del embarazo, 
donde se describen los parámetros ecográficos biométricos y los parámetros 
hematológicos, útiles en el control del embarazo humano, con el interés de 
validar el modelo animal babuino, como sustituto del modelo humano, para 
realizar estudios durante el periodo gestacional y perinatal. Para la consecución 
de este objetivo, se han tomado en cuenta como grupo control 46 gestaciones 
humanas cuyo embarazo cursó de forma favorable. 
2. Estudio transversal en 49 recién nacidos babuinos a término, entre agosto de 
2.001 y  agosto de 2.003, en el que se describen las variables perinatales de edad 
gestacional y peso neonatal en normogramas de estudio. Estos resultados se 
compararon con los resultados procedentes del estudio de 5.786 recien nacidos 
humanos a término y sin complicaciones intraparto, descrito en el primer 
apartado de los estudios en humanos.  
3. Estudio transversal en 45 animales de distinta edad (años) y sexo, en los se 
realizan diferentes métodos de diagnóstico de xenoquimerismo (humano-animal) 
hematopoyético, basados en la detección del grupo sanguíneo (N:45), el 
cariotipo (N:9) y la hibridación in-situ con fluorescencia, con sondas especificas 
para los cromosomas humanos X e Y (N:32), citometría de flujo y estudios 
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moleculares utilizando la técnica de PCR para la identificación de genes 
específicos humanos (N:11).   
4. Estudio longitudinal prospectivo del crecimiento de las células del líquido 
extracelómico, procedentes de 9 animales gestantes entre 36 y 44 días de 
desarrollo, con la intención de optimizar el diagnóstico prenatal de anomalías 
citogenéticas.   
5. Estudio transversal de 3 muestras pareadas de sangre materna y líquido 
extracelómico, procedentes de animales gestantes entre 38 y 42 días de 
desarrollo. Se describe la concentración de distintas hormonas y citocinas en 
ambos fluidos.  
6. Estudio transversal de 7 muestras pareadas de sangre materna, antes y después 
de la celocentesis, procedentes de animales gestantes entre 38 y 44 días de 
desarrollo. Se describe la concentración de distintas hormonas y citocinas en 
ambos momentos. 
7. Estudio longitudinal prospectivo en 8 animales gestantes entre 36 y 44 días post 
fecundación, a los que se les trasplantan células hCD34+ vía celocentesis 
ecoguiada, y que se someten a un seguimiento desde el inicio del trasplante, en 
torno a los 120-140 días de gestación, tras el parto, y a los 2-3 meses de vida 
postnatal, teniendo en cuenta las características de las células hCD34+ 
trasplantadas (grupo sanguíneo, número de células, y porcentaje de los 
diferentes fenotipos celulares inyectados).  
8. Estudio longitudinal prospectivo en uno de los animales del apartado anterior, en 
el que se trasplantan por segunda vez células hCD34+, procedentes del mismo 
cordón, mediante punción de la vena intra-hepática del feto, a los 111 días de 
desarrollo. 
9. Estudio longitudinal prospectivo en 2 animales gestantes entre 38 y 42 días de 
desarrollo, respectivamente, en los que se sustituye in vivo el líquido 
extracelómico, por medio de cultivo y factores de crecimiento de células 
hematopoyéticas, utilizado en la expansión ex vivo de las células hCD34+. 
10. Estudio longitudinal prospectivo en 3 recién nacidos a término, a cuyas madres 
se les trasplantaron células hCD34+, para la detección de xenoquimerismo, tras 
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el parto, al mes y a los dos meses, utilizando los distintos métodos de detección 
descritos en el apartado correspondiente a los sujetos de estudio y métodos de 
esta Memoria.  
Todos los estudios en animales de experimentación se llevaron a cabo según los 
criterios establecidos en el protocolo 03-073, aprobado por el Institucional Animal Care and 
Use Commitee de la Universidad de Oklahoma, el 23 de abril de 2.003, cuyo investigador 
principal fue el Dr. Joaquín Santolaya Forgas y el investigador asociado, el Dr. Juan Antonio 
León Luis, del Departamento de Obstetricia y Ginecología de la Universidad de Texas Tech  
Health Sciences Center, Amarillo (Texas, EE.UU.) (ver anexo: Protocolo de estudio en 
animales de experimentación). 
4.. 2..   Prott ocoll o  cll íí nii co..     
4.2.1. Variables estudiadas en humanos 
Los datos pertenecientes a los partos atendidos en los dos Hospitales en Amarillo 
(Texas, EE.UU.), se obtuvieron de los registros de ambos paritorios. Se anotaron en una ficha 
individual las siguientes variables de estudio: edad materna en el momento del parto; tipo de 
gestación: única o múltiple; presencia de patología obstétrica (diabetes gestacional, 
hipertensión inducida del embarazo, otras) o perinatal (rotura prematura de membrana, 
malformación congénita, crecimiento intrauterino retardado, otras); edad gestacional; tipo de 
parto: vaginal o cesárea; peso neonatal; valor del test de Apgar al 1º y 5º minutos; y 
mortalidad perinatal. Con intención de establecer los normogramas de edad gestacional y peso 
neonatal en gestaciones únicas a término, tras parto vaginal, y sin patología obstétrico-
perinatal, se excluyeron el resto de partos que no cumplían estos requisitos.  
Los datos pertenecientes a la madre y el recién nacido, del que se recogió la sangre del 
cordón umbilical, fueron registrados en un formulario clínico. Este formulario constaba de 2 
hojas en las que se ordenaron todas las variables a estudio: información general de filiación, 
historial médico de la madre y sus familiares, datos relevantes al control gestacional, grupo 
sanguíneo materno, datos referentes al parto, así como los datos neonatales más relevantes 
(Figura 18). 
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Figura 18. Formulario clínico: Hoja de recogida de datos en los estudios en humanos. 
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Figura 18. Formulario clínico, continuación: hoja de recogida de datos en los estudios en 
humanos. 
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4.2.2. Variables estudiadas en los animales de experimentación.  
Los datos de cada animal se registraron en un protocolo de trabajo. Este protocolo 
constaba de 4 hojas en las que fueron ordenadas todas las variables a estudio: información 
general de filiación del animal, historial médico del babuino gestante, datos relevantes al 
control gestacional, datos ecográficos más relevantes, registro digital de los parámetros 
ecográficos, y procesamiento de los registros digitalizados. En la segunda hoja, se recogieron 
los datos inmediatos a la celocentesis u otros procedimientos invasivos. En la tercera y cuarta 
hoja, se recogieron los datos a las 24 y 72 horas después de la celocentesis u otros 
procedimientos invasivos realizados en cada animal (Figura 19). 
 
Figura 19. Formulario clínico: Hoja de recogida de datos en los estudios en animales de 
experimentación 
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Figura 19. Formulario clínico, continuación: hoja de recogida de datos en los estudios en animales de 
experimentación 
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4.. 3..   Técnii cass   de  ll aboratt orii o    
4.3.1. Extracción y procesamiento de la sangre del cordón umbilical de recién nacidos 
humanos. Obtención de las células mononucleares y plasma sanguíneo 
Tras el parto por vía vaginal o cesárea, e indistintamente antes o después del 
alumbramiento placentario, la sangre se recogió por 
punción estéril de la vena umbilical, inmediatamente 
después del clampaje del cordón, mediante el 
aspirado con jeringuillas de 20 ml, en tubos de vidrio 
con 10 ml de anticoagulante EDTA (Figura 20). 
Cuando se consideró necesario, se realizó una 
segunda punción cerca de la inserción placentaria del 
cordón umbilical, para recoger la sangre remanente 
en el sistema vascular placentario. La sangre se 
procesó en el momento de la recogida o en las 6 
horas posteriores al parto, conservándose a 4ºC.  
Tanto el plasma, como las células mononucleares se obtuvieron por centrifugación en 
un gradiente de densidad. La sangre se diluyó 1:1 en un tampón fosfato-salino (150 mM 
ClNa, pH 7,2) (PBS) estéril, y se depositó en tubos de 10 ml, con Ficoll-Hypaque (Amersham 
Biosciences, Suecia).  
Los tubos se centrifugaron a 1800 rpm durante 30 minutos a 24ºC, y tras ello se 
recogió el plasma (hasta 9 ml/cordón), que se congeló directamente a -70ºC, y la banda 
correspondiente a las células mononucleares (linfocitos, monocitos, células natural killer o 
NK, células progenitoras y otras).  
Las células mononucleares se lavaron dos veces con medio RPMI 1640 (Gibo, 
Invitrogen Corporation), y finalmente, se resuspendieron en medio de cultivo RPMI 
suplementado con 10% de suero fetal bovino previamente testado (FBS) (HyClone, Berbio, 
USA), 50 U/ml de penicilina (SIGMA, Sigma-Aldrich, Alemania) y 50 U/ml de gentamicina 
(SIGMA, Sigma-Aldrich, Alemania).  El número total de células obtenidas se cuantificó a 
partir de una alícuota de 10 µl, en una cámara de Neubauer y por microscopia óptica. 
Figura 20. Extracción de la sangre del 
cordón umbilical mediante método 
abierto tras cesárea.  
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4.3.2. Extracción y procesamiento del suero sanguíneo 
 Las muestras de sangre se recogieron en tubos de vidrio seco para la obtención del 
suero. Se mantuvieron a temperatura ambiente, y se procesaron durante las 6 horas siguientes 
a la extracción, centrifugándose a 3.500 rpm durante 10 minutos. Una vez obtenido el suero, 
se congeló inmediatamente para su conservación a -70ºC. 
4.3.3. Aislamiento y crioperservación de las células CD34+ procedentes de la sangre del 
cordón umbilical de recién nacidos humanos. Técnica de separación inmuno-
magnética 
Una vez aisladas las células mononucleares procedentes de las muestras de sangre de 
cordón umbilical, se procedió al aislamiento de las células que expresan el antígeno CD34, 
mediante un sistema inmunomagnético de selección directa (MACS), para conseguir 
adecuadas tasas de recuperación y pureza 
celular. La separación inmunomagnética 
se realizó por selección de las células 
marcadas con un anticuerpo anti-CD34 
(selección positiva), en dos pasos 
consecutivos, para asegurar especificidad 
de unión, y en un campo magnético de 
alta intensidad, empleando CD34 Cell 
Isolation Kit MicroBeads (Miltenyi 
Biotec; Auburn, CA, EE.UU.), en 
columnas MiniMACS MS+ (MS Sepation 
Colunm, Miltenyi Biotec) (Figura 21). 
Las células seleccionadas se recogieron en el tampón (500 ml PBS + 372,2 mg EDTA 
+ 2,5 g BSA) empleado para la separación, en un volumen final de 2ml, del que se tomó una 
alícuota de 10 µl para cuantificar el número total de células obtenidas, por microscopia óptica.  
Las células se resuspendieron en medio de congelación, compuesto por FBS con 10% 
de Dimetil Sulfóxido (DMSO) (Sigma, Sigma-Aldrich, Alemania), y se guardaron a –70ºC 
hasta su utilización. Antes de su empleo, las células se descongelaron y contaron. La 
viabilidad celular, establecida mediante el criterio de exclusión con azul tripán, fue superior al 
90% (ver anexo: Protocolo de separación inmunomagnética de las células CD34+). 
Figura 21. Metodología de aislamiento inmuno-
magnético de las células que expresan CD34. 
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Previa a su criopreservación, la pureza de la fracción que contenía las células CD34+, 
se estableció mediante citometría de flujo (ver apartado 4.3.5, de esta sección), en torno a un 
60% - 90%. Para ello, las células se incubaron con la combinación de anticuerpos 
monoclonales anti-CD34 conjugado con FITC/ anti-CD133 conjugado con PE/ anti-CD45 
conjugado con ECD (Beckman Coulter), para identificar la población de progenitores 
hematopoyéticos. 
4.3.4. Cultivos celulares 
4.3.4.1.  Cultivos de expansión ex vivo de las células CD34+ aisladas del cordón umbilical 
Se cultivaron 5 muestras de células humanas CD34+ (hCD34+) procedentes de sangre 
de cordón umbilical, seleccionadas por MACS. Las células CD34+ se cultivaron a una 
concentración de 1,25x105 células en 1 ml de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibo, Invitrogen 
Corporation) suplementado con 10% de FBS (HyClone, Berbio, EE.UU.), 50 U/ml de 
penicilina (SIGMA, Sigma-Aldrich, Alemania) y 50 U/ml de gentamicina (SIGMA, Sigma-
Aldrich, Alemania). Los cultivos se realizaron en placas de 24 pocillos a 37ºC en una 
atmósfera con 5% de CO2 saturado con vapor de agua. Los cultivos se realizaron por 
duplicado, en placa con una estructura tridimensional porosa biocompatible denominada, 
comercialmente, Cytomatrix (Cytomatrix, Woburn, MA, EE.UU.) y en placa sin dicha 
estructura. La combinación de citocinas humanas recombinantes purificadas que se emplearon 
para los cultivos de expansión fueron 25 ng/ml de Stem Cell Factor (SCF) o c-kit ligando 
(R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.), 25 ng/ml de FLT-3 Ligando (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, EE.UU.), 10 ng/ml de Trombopoyetina (TPO) (SIGMA, Sigma-Aldrich, 
Alemania), y 10 ng/ml de IL-3 e IL-6 (SIGMA, Sigma-Aldrich, Alemania) respectivamente. 
Las células CD34+ se estimularon, en placa con o sin Cytomatrix, con cuatro 
combinaciones diferentes de estas citocinas, en las concentraciones ya mencionadas, con el 
fin de determinar cual de ellas resultaba más favorable (Tabla 7) 
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Tabla 7. Condiciones de cultivo de las células humanas CD34+, con diferentes combinaciones de citocinas. 
 
Placa de cultivo 
 Superficie 
Cytomatrix 
 
Combinación A SCF + FLT-3L + TPO 
Combinación B SCF + FLT-3L + TPO + IL-3 
Combinación C SCF + FLT-3L + TPO + IL-6 
Citocinas 
Combinación D SCF + FLT-3L + TPO + IL-3 +IL-6 
 
Los cultivos se mantuvieron durante 21 días durante los cuales, dos veces en semana, 
se añadieron las combinaciones de citocinas, y, una vez en semana, el cultivo se dividió, y se 
añadió medio fresco y citocinas, con el fin de mantener la densidad celular del cultivo y 
facilitar su crecimiento. La viabilidad celular se mantuvo en torno al 90%, medida por 
exclusión con azul tripán. 
Tras 7 y 14 días de incubación, se analizaron por microscopia óptica los resultados de 
proliferación celular. 
Para conocer la pérdida de expresión del antígeno CD34 ligada al proceso de 
proliferación, se identificaron las células, que expresaban el antígeno CD34+ frente a aquellas 
células que no lo expresaban, por citometría de flujo,  al cabo de 14 días de incubación.   
Tras la expansión ex vivo, se recogieron las células de cada cordón, y se realizó una 
nueva selección positiva de las células CD34+ procedentes de los cultivos, por MACS, al 
cabo de 21 días de cultivo. Una vez recogidas las células CD34+, tras esta segunda selección, 
se congelaron a -70ºC hasta su utilización, y en condiciones adecuadas para su recuperación a 
viabilidad (FBS+DMSO 10%). 
4.3.4.2.  Depleción de la subpoblación celular CD3+ en las muestras de células CD34+ 
expandidas ex vivo 
Las células de cordón umbilical hCD34+, previamente expandidas ex vivo, se 
deplecionaron de la subpoblación de células que expresaban CD3+, mediante separación 
inmunomagnética (MACS) con un anticuerpo anti-CD3, en un proceso de selección directa 
empleando CD3 Microbeads (Miltenyi Biotec; Auburn, CA, EE.UU.), en columnas 
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MiniMACS MS+ (MS Sepation Column, Miltenyi Biotec) (ver anexo: Protocolo de 
separación inmunomagnética de las células CD3+). 
A continuación se determinó, por citometría de flujo, el porcentaje de células que 
expresaban CD34+ y de células CD3+, que había en cada una de las fracciones obtenidas 
resultado de la selección de las muestras.  
4.3.4.3.  Cultivo y crecimiento de las células hCD34+CD3- en el líquido extracelómico 
del babuino 
Las células hCD34+CD3- se cultivaron en dos medios diferentes para evaluar la 
viabilidad de esta subpoblación celular: (A) medio de cultivo RPMI 1640 (Gibo, Invitrogen 
Corporation) suplementado con 10% de FBS, 50 U/ml de penicilina (SIGMA, Sigma-Aldrich, 
Alemania) y 50 U/ml de gentamicina (SIGMA, Sigma-Aldrich, Alemania), y los factores de 
crecimiento empleados para los experimentos de expansión ex vivo (25 ng/ml de SCF, 25 
ng/ml de FLT-3 Ligando, 10 ng/ml de TPO y 10 ng/ml de IL-6); (B) líquido extracelómico 
del babuino, extraído de un animal gestante de 38 días de desarrollo mediante celocentesis 
(ver descripción de la técnica en el apartado 4.4.2 de esta sección). 
Todos los cultivos se iniciaron con la misma concentración de hCD34+ CD3- de 5x105 
células en un volumen final de 0,5 ml por pocillo. Los cultivos se realizaron en placas de 24 
pocillos a 37ºC en una atmósfera con 5% de CO2 saturado con vapor de agua. 
Se prepararon 5 puntos de cultivo en los que la relación entre los medios A y B fue la 
siguiente: 
1) 1:0 (0,5 ml de A) 
2) 0:1 (0,5 ml de B) 
3) 1:1 (0,25 ml de A : 0,25 ml de B) 
4) 1:2 (0,17 ml de A : 0,33 ml de B) 
5) 1:8 (0,055 ml de A : 0,445 ml de B) 
Los cultivos se mantuvieron durante 20 horas y posteriormente, se cuantificó la 
viabilidad celular por microscopia óptica, medida por exclusión con azul tripán, estableciendo 
así el porcentaje de células vivas, en cada una de las condiciones, a los 30, 60, 90, 240 
minutos, y a las 20 horas. Finalmente, al cabo de las 20 horas se determinó, por citometría de 
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flujo, tomando 5x105 células de cada uno de los pocillos, el fenotipo celular de las células 
supervivientes, según el porcentaje de células CD34+ y de células CD3+. 
4.3.5. Cuantificación de las subpoblaciones celulares por citometría de flujo 
Se tomaron aproximadamente 2,5x105 células mononucleares aisladas de la sangre de 
los cordones umbilicales, y se incubaron con las combinaciones de anticuerpos monoclonales 
que permiten identificar las principales poblaciones celulares del sistema inmune, y que se 
estudian, de forma habitual, para determinar el estado inmunológico de un individuo. 
Además, con el interés de conocer el porcentaje que, sobre el total de la población celular, 
suponen las células progenitoras, se incluyeron en el panel de citometría los anticuerpos 
monoclonales que permiten identificar dicha subpoblación (Tabla 8).  
Los anticuerpos monoclonales empleados en la citometría de flujo, reconocen 
específicamente los antígenos que caracterizan a cada subpoblación celular, que se expresan 
en su superficie, y están marcados con un fluorocromo determinado. Este fluorocromo emite 
una fluorescencia que es identificada por el citómetro, en un canal u otro de detección, en 
función de su longitud de onda, lo que se traduce en un color: rojo, cuando el anticuerpo va 
marcado con PerECD o Proteína Clorofila Peridinina; verde, cuando el fluorocromo 
conjugado es FITC o isotiocianato de fluoresceína; y naranja, cuando es PE o Ficoeritrina. De 
tal forma, que se pueden aislar las subpoblaciones celulares según los monoclonales que se 
hayan fijado a su membrana. La tabla 8 muestra el panel de anticuerpos monoclonales, con el 
fluorocromo conjugado correspondiente, y las subpoblaciones celulares que identifican la 
combinación de tres marcadores específicos.  
En todos los casos se utilizó un control de fluorescencia inespecífica, utilizando una 
inmunoglobulina del mismo isotipo que el de los anticuerpos monoclonales específicos, y que 
no presentó reactividad con células sanguíneas humanas (control isotípico). 
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Tabla 8. Panel de citometria empleado para la identificación de las subpoblaciones celulares. 
 FITC PE PerECD Subpoblaciones 
 Anti-IgG1 Anti-IgG1 Anti-IgG1 Control Isotípico  
Células T, B, NK (nº absoluto) 
 anti-CD8 anti-CD4 anti-CD3 CD4/CD8 
 anti-CD45 antiCD56+CD16 anti-CD3 NK 
 anti-CD45 anti-CD20 anti-CD19 B 
Subpoblaciones Linfocitarias T CD3+ 
 anti-CD2 Anti-CD11a anti-CD3 Inmaduras 
Subpoblaciones Linfocitarias T CD4+   
 anti-HLA-DR Anti-CD45RO anti-CD4 Memoria-activadas 
 anti-CD45RA Anti-CD27 anti-CD4 Virgen/efectoras 
 anti-CD38* Anti-HLA-DR anti-CD4 Activadas 
Subpoblaciones Linfocitarias T CD8+ 
 anti-HLA-DR Anti-CD45RO anti-CD8 Memoria-activadas 
 anti-CD45RA Anti-CD27 anti-CD8 Virgen/Efectoras 
 anti-CD38* Anti-HLA-DR anti-CD8 Activadas 
Subpoblaciones Linfocitarias B 
 anti-CD10 anti-CD5 anti-CD19 Inmaduras 
 Anti-CD38 Anti-HLA-DR anti-CD19 Maduras 
Células dendríticas y Progenitoras (puerta SSC vs FSC linfos + monos) 
 anti-CD34 anti-CD133 anti-CD45 Progenitores 
hematopoyéticos 
 anti-BDCA-2 anti-BDCA-1 anti-CD4 Dendríticas 
 
Después de 30 minutos de incubación con los monoclonales, a 4ºC y resguardadas de 
la luz, las células se lavaron 2 veces a 1.700 rpm, durante 5 minutos, a 4ºC, con RPMI 1640 
suplementado con un 2% de FBS y ácida sódica (0,05%), para eliminar el exceso de 
anticuerpo marcado con fluorocromo. La adquisición se llevó a cabo en un citómetro FACS 
Coulter EPICS XL-MCL (Beckman Coulter), utilizando el programa de adquisición System II 
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(Beckman Coulter), dentro de las dos horas siguientes a la tinción de las células. En todos los 
casos se analizaron un mínimo de 5.000 células. 
Las condiciones óptimas de los distintos parámetros (sensibilidad y amplificación de 
los detectores FSC (granularidad), SSC (tamaño), FL1, FL2, compensación entre FL1 y FL2) 
para la adquisición, se determinaron utilizando el reactivo Calibrite (Becton-Dickinson) y el 
programa AutoComp (Becton-Dickinson) de forma periódica. 
4.3.6. Determinación del xenoquimerismo 
4.3.6.1.  Test de aglutinación 
La confirmación del grupo sanguíneo de los babuinos incluidos en el estudio se realizó 
mediante test de aglutinación con sangre total. Para ello se obtuvieron muestras de sangre 
periférica de los animales, por punción venosa, en tubos de vidrio con anticoagulante EDTA.  
La técnica de aglutinación se basa en la presencia, en la membrana de los eritrocitos, 
de unos marcadores o antígenos de superficie A y B, que permiten identificar el grupo 
sanguíneo del individuo. El tipo de sangre O, designa la ausencia de los marcadores A y B. 
Existe, además, otro antígeno en la superficie de los glóbulos rojos denominado antígeno D, 
que define el factor Rh. La presencia o ausencia de este antígeno es lo que identifica a la 
sangre como Rh+ o Rh- (163). 
El proceso de determinación ABO se realizó en dos pasos: primero se tomó 1 ml de 
sangre de cada animal y se lavó con PBS, centrifugando cuatro veces a 1.700 rpm durante 5 
minutos, a temperatura ambiente. A continuación, tras el último lavado, la sangre se diluyó en 
PBS, se tomó una gota y se mezcló con suero anti-A (suero que contiene anticuerpos contra 
sangre tipo A) (Anti-A; Gamma Biological Inc. Houston, Texas, EE.UU.), después se tomó 
una segunda gota y se mezcló con suero anti-B (suero que contiene anticuerpos contra sangre 
tipo B) (Anti-B; Gamma Biological Inc. Houston, Texas, EE.UU.). La determinación del tipo 
de sangre se basa en el hecho de que la sangre se aglutine o no, ante la presencia de estos 
sueros. Las células sanguíneas se pueden unir o aglutinar sólo cuando el anticuerpo anti-A se 
une al antígeno anti-A (grupo sanguíneo A) o el anticuerpo anti-B se une al antígeno anti-B 
(grupo sanguíneo B). Cuando las células sanguíneas presentan ambos antígenos A y B en su 
superficie, estas aglutinarán con ambos sueros, indicando un grupo sanguíneo AB; o, por el 
contrario, pueden no presentar ninguno, y no producir aglutinación en contacto con los sueros, 
caso este, en el que nos encontramos ante un grupo sanguíneo O. 
         Sujetos de estudio y métodos 
56 
La determinación del factor Rh es similar a la determinación ABO. La sangre diluida 
en PBS tras los sucesivos lavados, se mezcla con el suero que contiene anticuerpos anti-Rh 
(Anti-D, Gamma Biological Inc. Houston, Texas, EE.UU.) y se observa si se aglutina. Si esto 
ocurre, la sangre es Rh+; si no hay aglutinación, entonces la sangre es de tipo Rh-.  
4.3.6.2.  Extracción del DNA 
El DNA de las células mononucleares de la sangre, se extrajo utilizando un ensayo 
comercial (PUREGENE®DNA Purification Kit; Gemtra Systems, Mineapolis, Minesota, 
EE.UU.) mediante lisis y precipitación de proteínas, posteriormente se precipitó el DNA con 
isopropanol y se lavó con etanol al 70%. Se resuspendió en 50 µl de  solución de hidratación y 
se guardó a –20ºC hasta su utilización. 
El DNA de sangre total, se extrajo utilizando el mismo ensayo comercial que en el 
caso de células (PUREGENE®DNA Purification Kit; Gemtra Systems, Mineapolis, Minesota, 
EE.UU.), incluyendo al principio del proceso un paso previo de lisis de los eritrocitos (Ver 
anexo: Protocolos de extracción del DNA) 
4.3.6.3.  Estudios de caritipo 
Por medio de esta prueba se determina el número de cromosomas presentes en las 
células, o alteraciones cromosómicas estructurales.  
El análisis se puede realizar a partir de una muestra de sangre, de médula ósea, de 
líquido amniótico, de tejido placentario u otros tejidos. La muestra se deja crecer en un 
cultivo de tejido en el laboratorio, para luego seleccionar las células,  teñir los cromosomas y 
visualizarlos bajo el microscopio. Las células se fotografían para obtener un cariotipo que 
muestre el número y la disposición de los cromosomas, en un ideograma en función de las 
diferentes característica (tamaño, tinción, apareamiento, etc) para poder diagnosticar cualquier 
anomalía presente.  
4.3.6.4.  Técnica de hibridación in situ con fluorescencia  
La técnica de hibridación in situ con fluorescencia o FISH, utiliza sondas de DNA 
marcadas con fluorescencia para detectar o confirmar anomalías génicas o cromosómicas, 
que, generalmente, están más allá del poder de resolución de la citogenética de rutina o como 
en esta Memoria, para determinar la presencia de células humanas en los babuinos recién 
nacidos, a los que se les inyectaron células hCD34+ durante el primer trimestre del desarrollo 
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embrionario. Para ello se utilizaron sondas para los cromosomas X e Y específicas del DNA 
humano, y que no hibridan, con el DNA de babuino ((163)).   
Primero, la muestra de DNA (cromosomas metafásicos o núcleos en interfase) se 
desnaturaliza, proceso que separa las hebras complementarias de la estructura en doble hélice 
del DNA. A la muestra desnaturalizada se le añade entonces la sonda de interés, marcada con 
fluorescencia, que se hibridará al DNA de la muestra en el sitio diana, en el proceso 
denominado “templado”, donde se vuelve a formar una doble hélice. La señal de la sonda se 
observa mediante un microscopio de fluorescencia y la muestra de DNA se clasifica según la 
presencia o ausencia de la señal. La FISH puede utilizarse sobre células en metafase, para 
detectar microdeleciones específicas más allá de la resolución de la citogenética de rutina, 
además de para identificar material extra de origen (164). 
4.3.6.5.  Reacción en Cadena de la Polimerasa o PCR. PCR Anidada o Nested PCR 
La PCR se empleó para determinación del xenoquimerismo a través del factor Rh del 
grupo sanguíneo, empleando como oligonucleótidos o iniciadores de la reacción, fragmentos 
de DNA que contienen la secuencia que codifica para el antigeno D o factor Rh en humanos 
(localizada en el exón 7 del cromosoma 1p34). Se disponía de dos juegos de oligonucleótidos 
o iniciadores para el gen del Rh (D) humano descritos por Van den Veyver et al (165):  
Oligonucleótidos inespecíficos o degenerados: RhDEFw (5•-
CCACAGG(G/T)GTGTTGTAA-CCGAGT-3•) y RhDER (5•-
AGTGACCCACATGCCATTGC-3•), capaces de reconocer la secuencia nucleotídica del Rh 
(Rh+ y Rh-) de sangre humana, pero, en ningún caso, el Rh de sangre de babuino; y que 
originan un fragmento de unos 113 pb.  
Oligonucleótidos específicos: RhDFw (5•-CCACAGCTCCATCATGGGCTACAA-
3•) y RhDR (5•-TTGCCGGCTCCGACGGTATC-3•), que sólo reconocen la secuencia del 
factor Rh+ de sangre humana, originando un fragmento de 99 pb.  
La mezcla de reacción para la PCR contenía 2 µl de DNA molde, 25 µl de 2x 
ReadMix SIGMA (contiene Taq DNA polimerasa + la mezcla de los dNTPs + MgCl2 + Tris-
HCl + KCl ) (SIGMA, Sigma-Aldrich, Alemania), y 1 µl de cada uno de los oligonucleótidos 
seleccionados: específicos (RhDFw y RhDR) e inespecíficos o degenerados (RhDEFw y 
RhDER), todo ello en un volumen final de 50 µl, que se completa con H2O.  
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La amplificación se llevó a cabo en un termociclador (Perkin-Elmer Cetus 9600) en 
las condiciones determinadas en función de los oligonucleótidos o iniciadores utilizados:  
- Oligonucleótidos inespecíficos: un ciclo de desnaturalización a 94ºC durante 3 
minutos, 20 ciclos de hibridación a 94ºC durante 45 segundos, a 54ºC 1 durante minuto y a 
72ºC durante 1 minuto; y un ciclo extensión a 72ºC durante 5 minutos. 
- Oligonucleótidos específicos: un ciclo de desnaturalización a 94ºC durante 3 
minutos, 30 ciclos de hibridación a 94ºC durante 43 segundos, a 62ºC durante 1 minuto y a 
72ºC durante 1 minuto; y un ciclo extensión a 72ºC durante 5 minutos.  
Todos los procedimientos de preparación de las muestras y amplificación de los 
productos incluyeron las medidas convencionales recomendadas para evitar la contaminación 
de las muestras y de los reactivos con productos amplificados por PCR o controles positivos.  
Se realizó una primera PCR utilizando solo los oligonucleótidos inespecíficos o 
degenerados, y los controles correspondientes (Agua, sangre Rh+ humano, Rh- humano). A 
continuación se realizó una segunda PCR, en las mismas condiciones de mezcla de reacción 
que la primera y con los mismos controles, pero con los oligonucleótidos específicos. 
Por último, se realizó una PCR más específica, Nested PCR o PCR anidada, 
combinando los dos juegos de oligonucleótidos, primero los oligonucleótidos inespecíficos, y 
a continuación, empleando como DNA molde, el producto amplificado de la primera 
reacción, se realizó otra PCR con el juego de oligonucleótidos específicos. Los controles 
utilizados fueron los mismos que en ocasiones anteriores. 
Los productos de las distintas PCRs se sometieron a electroforesis en TAE 1x en gel 
de agarosa al 2,5% (FMC Bioproducts, Rockland, EE.UU.) teñido con bromuro de etidio 1 
µg/ml (Promega), y los productos de la PCR se visualizaron en un transiluminador UV de 
onda corta (Iberlabo). Como marcador de peso molecular se utilizó 100 pb DNA Ladder 
(Gibco BRL).  
4.3.6.6.  Determinación de secuencias Short Tandem Repeat humanas por PCR Múltiple 
 La determinación de las short tandem repeat humanas por PCR múltiple se realizó en 
DNA genómico, extraído según el método anteriormente descrito (ver anexos: protocolo de 
extracción del DNA), utilizando el AmpFLSTR SGM Plus kit (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, EE.UU.), que contiene 10 STR loci y el marcador de género Amelogenin (gen 
homólogo X-Y), que amplifican en un único tubo para facilitar su uso e incrementar el 
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rendimiento de la reacción. Los iniciadores están marcados en tres colores diferentes: azul 5-
FAM, verde JOE y amarillo NED. El rango de tamaño de los productos amplificados fue 
siempre inferior a 360 pares de bases, para asegurar una correcta amplificación de todos los 
loci. A continuación, estos productos fueron sometidos a una electroforesis capilar en un 
secuenciador automático de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
EE.UU.) según las condiciones recomendadas por Thiede et al. 2001. La cuantificación del 
quimerismo se realizó usando el software Genotyper 3.7 (Applied Biosystems, Foster City, 
CA, EE.UU.) y se utilizaron las áreas de los picos obtenidos en el electroferograma para 
realizar los cálculos correspondientes (166). 
La sensibilidad de la técnica estándar es de un 1%, es decir, es capaz de detectar células del 
donante cuando estas constituyen más de un 1% de la celularidad hematopoyética total. Con 
el fin de mejorar esta sensibilidad, se realizó una aproximación consistente en aumentar el 
tiempo de inyección de la muestra en el secuenciador (de 10 a 30 y 50 segundos), con lo que 
se consigue mejorar la sensibilidad en un orden de magnitud, llegando hasta un 0,1% (Nava et 
al 2004, datos pendientes de publicar). 
4.3.7. Creación de un catálogo de moléculas medidas en el líquido extracelómico 
humano. Revisión bibliográfica 
Se realizó un catálogo, en tres tablas y dos figuras, dependiendo del gradiente 
existente entre el suero materno y el líquido extracelómico, mediante una revisión de la 
bibliografía, desde 1.991 hasta octubre 2.003, en PubMed y Medline, de todos aquellos 
trabajos que hacían referencia a los valores de múltiples moléculas, medidas de forma pareada 
en el suero materno y el líquido extracelómico de gestaciones humanas durante el primer 
trimestre del embarazo. 
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4.. 4..   Técnii ca  de  tt rabajj o  con  ll oss   anii mall ess   de  experii mentt acii ón..       
4.4.1. Estudios en animales 
Los animales empleados para los estudios incluidos en esta Memoria son babuinos 
(Papio Annubis), una especie primate, que vive en un estado 
de semilibertad, vigilada y controlada por una serie de 
personas especialmente capacitadas para su cuidado, en una 
reserva natural dependiente de la Universidad de Oklahoma, 
en Reno, en el estado de Oklahoma (The University of 
Oklahoma – Fort Reno Science Park. 2000 Ben Clark Road 
Oklahoma, EE.UU.) (Figura 22). Los animales están 
repartidos en cuatro corrales, en los que conviven machos y 
hembras con sus crías, corrales que comprenden un amplio 
espacio al aire libre, y que comunican con unas jaulas 
interiores, donde los animales se protegen de las condiciones 
climatológicas adversas, y se resguardan para pasar las 
noches (Figura 23). Además, los corrales se mantienen en 
perfectas condiciones de limpieza para evitar problemas de 
salubridad. 
 Con intención de seleccionar las hembras gestantes, 
los responsables de la reserva emplean un método 
observacional, basado en el seguimiento del ciclo menstrual, 
similar al humano, en función de los cambios de coloración, 
turgencia y exudación que experimentan los genitales 
externos de estos animales, y el comportamiento sexual con 
los animales de género masculino (Figura 24). Durante la 
fase post-menstrual, los genitales externos presentan una coloración pálida, el tamaño no 
resulta llamativo, y el comportamiento de la mona tiene escasa tendencia a la cópula. Por el 
contrario, durante la fase ovulatoria y el celo, los genitales externos aumentan de tamaño, se 
tornan rosáceos y, por el edema y el exudado, resultan exuberantes, llamando la atención del 
macho, al tiempo que la hembra se comporta de forma más receptiva. En ocasiones, inclusive 
puede verse tras la cópula, el semen del macho asomando por la vagina de la hembra. En los 
 
Figura 22. Animales babuinos 
en condiciones de semilibertad. 
 
Figura 23. Parte techada de los 
corrales. 
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casos en los que no exista gestación, semanas más tarde puede observarse un sangrado 
vaginal. Cuando se produce el embarazo, 
puede observarse una coloración rojiza de 
los glúteos y genitales externos, y la 
desaparición del exudado característico 
del periodo de celo (Figura 25). 
 Cada ciclo menstrual es seguido 
meticulosamente desde un puesto de 
mando, en el que se controlan dos 
corrales al unísono, diariamente. Se 
apuntan cada uno de los cambios, y de esta forma se conocen, con días aproximados, cual es 
el tiempo de embarazo de cada uno de los animales.  
Debido a que los experimentos realizados para esta 
Memoria requerían el tratamiento con células hCD34+, las monas 
fueron trasladadas, desde la reserva, en jaulas individuales 
especiales, y en un camión acondicionado para dicho transporte, a 
las instalaciones de la Universidad de Oklahoma, en la ciudad de 
Oklahoma, antes del procedimiento (Figura 26).  
 En el animalario de la Universidad, los animales 
permanecen el tiempo que se estime necesario, en función del tipo 
de estudio y el criterio de veterinarios y cuidadores. Las 
instalaciones en la Universidad están perfectamente equipadas para  
desarrollar cualquier procedimiento en los 
animales, su posterior recuperación y el 
mantenimiento de los mismos, el tiempo 
necesario. Una vez allí, los animales se 
mantienen en unas jaulas especiales, con 
espacio suficiente para que el animal pueda 
moverse. En el momento de estudiar al 
animal, este es conducido a otra jaula, en la 
que una de las paredes se desplaza 
Figura 24. Características de los genitales externos 
femeninos durante la fase ovulatoria. 
 
Figura 25. Características 
de los genitales externos 
femeninos durante el 
periodo gestacional. 
Figura 26. Condiciones de trasporte de los animales 
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mediante un mecanismo hidráulico, reduciendo el espacio hasta inmovilizarlo para poder 
sedarlo. Todos los animales fueron sedados con una dosis de Ketamina intramuscular de 10  
 mg/Kg de peso, suficiente para 40 minutos de estudio. Cuando el animal está sedado, se lleva 
al quirófano experimental (Figura 27), donde se realiza, en 
primer lugar, al rasurado del abdomen (Figura 28), y mediante 
ecografía abdominal, se confirma la presencia del saco 
gestacional, del embrión y del latido cardíaco (Figura 29). Tras 
considerar que las condiciones son óptimas para el estudio, se 
extraen 15 ml de sangre periférica por venopunción a nivel 
braquial o femoral.  
  Más adelante se va a explicar, de forma explícita, el 
control y registro ecográfico mediante de sistemas digitalizados, 
así como el procedimiento de celocentesis en el animal. 
 Una vez finalizado el procedimiento, se extraen 5 ml de 
sangre periférica del animal, y antes que la mona se despierte, es 
devuelta a su jaula, donde permanece vigilada hasta que se 
confirma que su recuperación es completa. Al cabo de 24 horas, 
se realiza un  reconocimiento ecográfico detallado, y se extraen 
nuevamente 15 ml de sangre periférica. En las siguientes 72 
horas, y antes de ser devueltas a la reserva, se realiza un nuevo 
control ecográfico, con intención de verificar la presencia de latido cardíaco fetal. Una vez en 
la reserva, los animales continúan su embarazo en las mismas condiciones que el resto de las 
hembras de la comunidad. 
En función de la información recogida, se calcula de modo aproximado el momento 
del parto, al cabo de los 182 ± 2 días, con intención de realizar cualquier procedimiento 
invasivo prenatal, un control o el parto por cesárea. El motivo de esta última, es evitar que el 
animal digiera la placenta, en lo que es un comportamiento habitual de estos animales tras un 
parto vaginal espontáneo, y de esa manera pueda analizarse dicho tejido. Al igual que la 
celocentesis, la cesárea se realiza en las instalaciones de la Universidad, que cuenta con 
quirófanos adecuados para este tipo de intervenciones.  
 
 
Figura 27. Quirófano de 
experimentación animal 
 
Figura 28. Rasurado de la 
pared abdominal del animal 
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 La colonia de babuinos más importante de Estados Unidos está localizada en San 
Antonio, Texas, en el Southwest National Primate Research Center y la segunda, pertenece a 
la University of Washington, en Seattle, seguido por la reserva en University of Oklahoma. 
En Chicago, New York y Wisconsin el número de animales es más reducido y, finalemente, 
en Florida, existen pocos babuinos, pero estos pertenecen a la raza de los babuinos amarillos. 
Cada reserva esta gestionada por un Comité de Investigación que somete a consideración 
cualquier protocolo de investigación en el que se requiera trabajar con babuinos. En el caso 
del estudio realizado para esta Memoria, tras recibir la aceptación, por parte de la Universidad 
de Oklahoma, de cada uno de los procedimientos a realizar en las instalaciones de dicha 
Universidad, se dispuso de  un conjunto de aparatos portátiles para ello, entre los que 
figuraron un ecógrafo, un equipo de grabación digital y un ordenador portátil: 
 - Equipo ecográfico (Figura 29): Sistema ecográfico portátil SonoSite. Diseñado para 
la adquisición digital de imágenes 
de alta resolución, a tiempo real, 
en modo ecográfico 
bidimensional, color power 
Doppler, color power Doppler 
direccional, ecografía en modo 
M, Doppler pulsado. El sistema 
cuenta con un programa especial 
para realizar ampliaciones, 
medidas y cálculos, edición de títulos, y transferencia directa de la información por vía 
analógica o digital a otros equipos periféricos. La 
adquisición de las imágenes se realizó con una sonda 
ecográfica abdominal de 4-7 MHz de 11 mm. 
(SonoSite, Inc), para la mayoría de los casos. En 
aquellos en los que se describe el abordaje de forma 
transvaginal se utilizó un ecógrafo Aloka SSD 650 
con una sonda vaginal de 5 MHz.  
- Grabadora de video digital 8 Sony, modelo 
GV-D800 (Figura 30), con entrada y salida de video 
analógico y digital, y audio estéreo y digital. Con un 
programa integrado para la edición de títulos y detalles de brillo, luz y color de las imágenes.  
Figura 29. Valoración ecográfica de la gestación en el animal 
mediante el abordaje abdominal.  
Figura 30. Equipo ecográfico y 
grabadora de video digital portátiles 
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- Equipo informático portátil: ordenador portátil Dell, modelo Inspiron 8100 con 
capturadota de video y software integrado para la edición de video digital, MovieStar versión 
1.0. 
- Agujas: en los casos en que el abordaje se realizó de forma transvaginal se utilizaron 
agujas de 17-18 g. y en los casos de abordaje abdominal se utilizaron agujas de 20-22 g. 
4.4.2. Celocentesis                   
El procedimiento de la celocentesis, realizado en cada uno de los animales, se explica 
detalladamente en el protocolo de estudio en animales de experimentación (ver anexo: 
Protocolos de estudio en animales de experimentación.). A continuación, se realiza una breve 
descripción de los pasos que fueron seguidos por todo el equipo que colaboró en cada 
procedimiento.  
Tras la preparación del animal, y previo a la celocentesis, se realiza un estudio 
ecográfico de la gestación con intención de: 
Todas las celocentesis fueron realizadas de forma ecoguiada. En el caso de la vía 
vaginal con agujas de 17-18 g. y por vía 
abdominal, con agujas de 20-22 g (Figura 31).  
Tras la celocetesis, así como, a las 24 y 72 
horas, se evaluó ecograficamente la gestación de 
forma exhaustiva, para visualizar el latido y la 
frecuencia cardíada embrionaria, la integridad de 
las membranas amniótica y vitelina, o la aparición 
de otras posibles complicaciones, tanto 
embrionarias como maternas. Cada uno de los 
pasos fueron seguidos y registrados, tanto por el equipo de la Universidad de Oklahoma, 
como por el equipo de la Universidad de Texas Tech. 
4.4.2.1.  Celocentesis: extracción de líquido extracelómico  
Siguiendo el protocolo de estudio en animales de experimentación, se extraen de 1-3 
ml de líquido extracelómico de cada animal, en 4 de ellos mediante abordaje transvaginal, y 
en los 5 restantes por vía abdominal. En todos los casos, la extracción de líquido se realizó sin 
ninguna complicación. Los 0,5 ml iniciales fueron recogidos en una jeringuilla de 1 ml, que se 
desechó para disminuir el riesgo de contaminación materna en las muestras. A continuación, 
Figura 31. Celocentesis transabdominal 
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aproximadamente, 2 ml de líquido extracelómico se recogieron en una jeringuilla de 3 ml, y 
se procesaron en el laboratorio de citogenética de la Universidad de Oklahoma. La muestra se 
centrifugó a 1.500 rpm durante 5 minutos, obteniéndose un sedimento celular, y un 
sobrenadante, que se separan por simple decantación del líquido.  
4.4.2.1.1 Análisis citogenético en las células procedentes del líquido extracelómico 
extraído en babuinos gestantes alrededor del día 40 postfecundación  
Una vez separadas en un volumen final de 0,5 ml, las células procedentes del espacio 
extracelómico se cultivaron en (A) placas de 96 pocillos de fondo en “U” con 1 ml de medio 
de cultivo Amniomax (solución comercial que habitualmente se emplea para el cultivo de los 
amniocitos) y 1 ml de medio de cultivo para fibroblastos (N:4), y en (B) placas de cultivo de 
24 mm x 30 mm con 1 ml de medio de cultivo Amniomax (N:5). Los cultivos se mantuvieron 
a 37ºC en una atmósfera con 5% de CO2 saturado con vapor de agua. Al quinto día de cultivo 
se cambió el medio. Esta operación se repitió cada dos o tres días, y durante todo el tiempo 
que se mantuvo el cultivo. Las células se cultivaron hasta obtener un número suficiente de 
células en metafase para realizar los estudios cromosómicos, de acuerdo a los estándares del 
American College of Medical Genetics (www.acmg.org). 
4.4.2.1.2 Determinación de la concentración de hormonas y citocinas 
La concentración de las hormonas: 17hidroxi-progesterona, cortisol, estradiol, β-HCG 
libre, inhibina A, progesterona y prolactina, y las citocinas: IL-3, IL- 6,  IL-7 e IL-12, se 
determinaron por duplicado, siguiendo las instrucciones de los fabricantes, en las muestras de 
líquido extracelómico y plasma materno, almacenadas a -80ºC, de forma pareada,  mediante 
un ensayo ELISA de alta sensibilidad (Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.).  
 La concentración de las hormonas y citocinas anteriormente mencionadas, junto con 
el factor de crecimiento de células madre hematopoyéticas (SCF), también se determinaron 
por duplicado en muestras de plasma materno, antes y después de realizar la celocentesis 
mediante la misma técnica.  
4.4.2.2.  Celocentesis: transferencia de células madre hematopoyéticas.  
Siguiendo el protocolo de estudio en animales de experimentación, se inyectaron 
células hCD34+, procedentes de cordones umbilicales de recién nacidos, en animales 
gestantes que se encontraban entre los 36 y 44 días de desarrollo, vía celocentesis en el 
espacio extracelómico. Las características de las células humanas inyectadas eran variables en 
grupo sanguíneo, número de células, si habían sido o no expandidas previamente, y si habían 
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sido o no deplecionadas de la subpoblación celular CD3+. Como se hace referencia en el 
protocolo de estudio, inmediatamente después, y en las 24 y 72 horas posteriores al 
procedimiento, se realizó un control exhaustivo de la gestación, para valorar su evolución, y 
se extrajo sangre materna (ver anexo: Protocolos de estudio en animales de experimentación.) 
4.4.3. Estudios ecográficos durante el primer trimestre del desarrollo embrionario.  
Se estudiaron en 18 babuinos gestantes, entre los 35 y 47 días postfecundación, los 
distintos marcadores ecográficos presentes durante el primer trimestre del desarrollo 
embrionario: longitud cráneo-caudal (LCC); diámetro medio de los tres diámetros registrados 
para el saco gestacional (SG), saco amniótico (SA) y el  saco vitelino (SV), obtenidos 
mediante cortes ecográficos longitudinales y transversales; porcentaje de espacio 
extracelómico, como resultado del cálculo SG
SASG −
 x 100; así como la frecuencia cardíaca 
embrionaria. 
Los mismos marcadores se midieron en 86 gestantes humanas entre 42 y 58 días 
después de la fecundación, período calculado tras haber sustraído 15 días a la fecha de 
gestación que se correspondía a la LCC del embrión. En estos pacientes todos los 
procedimientos se realizaron con sonda vaginal de 6,5 MHz, con un ecógrafo ATL modelos 
5.000, 3.500 o 3.000, y las imágenes fueron impresas y registradas para cada paciente. 
Estableciendo como común denominador los estadios de Carnegie del desarrollo embrionario 
(113), para el humano y el babuino, se generaron, para cada una de las variables estudiadas, 
sus curvas de evolución a lo largo de la gestación. 
4.4.4. Estudios ecográficos durante el primer, segundo y tercer trimestre del periódo 
gestacional 
Siguiendo el mismo procedimiento que en el apartado anterior, en el caso de los 
animales, se midió el LCC, el diámetro biparietal (DBP), circunferencia cefálica (CC), la 
circunferencia abdominal (CA), y la longitud femoral (LF), en 12 fetos, que se encontraban 
alrededor de los días postfecundación 45, 90, 135 y 180. Dado que el período gestacional del 
babuino es de unos 180 días, momento del parto, dichas fechas constituyen el 25%, 50%, 75% 
y 100% respectivamente, del total del desarrollo gestacional. En el caso de las gestantes 
humanas (N:22), dichas variables fueron medidas utilizando sondas abdominales de 3 y 4,5 
MHz, en los mismos equipos, y en los días 55, 125, 195 y 265 postfecundación, 
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correspondientes al 25%, 50%, 75% y 100% del total de la gestación, respectivamente. Tanto 
en humanos como en animales, se calculó la frecuencia cardíaca fetal en modo M. El cálculo 
del peso fetal estimado, en ambas especies, se obtuvo a partir de la ecuación que define la 
curva de Hadlock para la estimación del peso fetal, utilizando la media de la CC, DBP, LF y 
CA expresada en cm (167). 
Curva de Hadlock para la estimación del peso fetal: 
Log 10 del peso neonatal (gramos)= 1,3596-0,003686 (CA)(LF) + 0,00064 (CC) + 0,00061(DBP)(CA) + 0,0424(CA)+0,184(LF). 
4.4.5. Control de los valores hematológicos en babuinos durante la gestación 
Se dispusieron de un total de 9 animales babuinos gestantes a 40, 41, 70, 140 y 180 
días postfecundación. Tras extraerles sangre, mediante venopunción a nivel braquial o 
femoral en tubos de vidrio con anticoagulante EDTA, se realizó un hemograma completo, 
donde se describe la media de cada una de las variables hematológicas de todos los animales, 
utilizando como control el intervalo de confianza del 95% de la media de cada valor en 
individuos humanos sanos. 
4.4.6. Estudio de las variables perinatales en humanos y babuinos 
Se analizaron un total de 5.786 neonatos humanos nacidos a término y sin 
complicaciones intraparto, pertenecientes a la población de Amarillo (Texas, EE.UU.), 
durante enero de 2.001 y diciembre de 2.002. Además, se analizan un total de 49 neonatos 
babuinos nacidos a término en la colonia de la Universidad de Oklahoma (Oklahoma, 
EE.UU.) entre agosto de 2.001 y agosto de 2003. En ambas poblaciones se analizaron las 
variables de edad gestacional (humanos: días de gestación, y babuinos: días postfecundación) 
y peso neonatal (Kg), para generar normogramas de ambas variables en cada una de las 
especies. 
4.4.7. Evolución de la curva de crecimiento ponderal de los recién nacidos babuinos a 
término durante el primer semestre de vida postnatal 
Se utilizaron 49 neonatos babuinos del apartado anterior. La variable de peso neonatal 
(Kg) se evaluó, mensualmente, durante los primeros seis meses de vida postnatal. Se 
analizaron ambas curvas de crecimiento en función de sexo del recién nacido.  
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4.. 5..   Técnii cass   ess tt adíí ss tt ii cass ..     
4.5.1. Procesamiento de los datos 
Se calculó el número total de CD34+ por ml de sangre, para la determinación de 
correlaciones entre dicha variable y las variables clínicas obstétrico-neonatales.  
 Dado que todas las gestaciones babuinas fueron registradas en función del periodo 
post-fecundación, en los casos en los que se requería hacer comparables gestaciones babuinas 
y humanas, a éstas últimas, se les restaron 15 días a la edad gestacional, calculada 
habitualmente desde la fecha de la última menstruación o por los parámetros ecográficos que 
de forma infomatizada calculan dicho periodo.  
 Recogidos los datos en los formularios de estudio, se introducen todas las variables en 
una base de datos Access, y se procesan los datos, para su estudio estadístico, mediante el 
programa SPSS versión 9.0. 
4.5.2. Distribución de las variables 
Inicialmente, se comprobó si los datos a analizar seguían una distribución normal 
dentro de cada grupo y si las varianzas eran homogéneas, en cuyo caso se aplicó un método 
paramétrico. En los casos en los que las variables no cumplían los requisitos de normalidad y 
homogeneidad de varianzas, o el tamaño muestral era muy pequeño, se utilizaron métodos no 
paramétricos. 
Para comprobar la bondad de ajuste a la normalidad de cada una de las variables 
analizadas en este estudio se usó el test de Kolmogorov-Smirnov para una muestra. Esta 
prueba compara la función de distribución acumulada observada para una variable, con una 
distribución teórica normal. La Z de Kolmogorov-Smirnov se calcula a partir de la diferencia 
mayor (en valor absoluto) entre las funciones de distribución acumulada teórica y observada 
(168, 169). Para comprobar que las varianzas de los grupos a comparar son homogéneas, se 
realiza el test de Levene cuya hipótesis nula es que las varianzas son iguales. 
Métodos paramétricos 
? Coeficiente de correlación lineal de Pearson 
Este coeficiente permite estudiar la fuerza de asociación lineal entre dos variables. 
Dicha fuerza será nula (asociación lineal inexistente) si r=0, aumentando a medida que el 
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valor de r se aproxima a 1 o a -1. El signo del coeficiente r indica el sentido de la 
asociación, siendo directa cuando el signo es positivo e inversa cuando es negativo (168). 
? T de Student para muestras independientes 
Cuando se deseaba comparar las medias de una determinada variable entre dos 
grupos y dichas variables cumplían los requisitos de normalidad y homogeneidad de 
varianzas se utilizó la t de Student. La distribución t de Student es muy parecida a la 
distribución normal, pero no requiere disponer de un parámetro de dispersión poblacional y 
tiene en cuenta el tamaño de la muestra (168). 
? Análisis de la varianza 
La comparación de las medias de cada variable, cuando se estudiaban más de dos 
grupos, se efectuó mediante el análisis de la varianza (ANOVA). Las variables deben 
cumplir los requisitos de normalidad y homogeneidad de varianzas. Este análisis estudia la 
variabilidad entre los grupos y dentro de los grupos. La F Snedecor detectará si las medias 
de, al menos un grupo, difieren del resto (168). Si existen diferencias significativas entre los 
distintos grupos se realizan las denominadas comparaciones post hoc para determinar entre 
qué grupos concretos se dan estas diferencias, como la prueba de Scheffe, cuando las 
varianzas son homogéneas, o la prueba de Tamhane, cuando no son homogéneas. 
Métodos no paramétricos 
 
Las pruebas estadísticas no paramétricas se usaron cuando la muestra fue pequeña o la 
distribución de los datos en la población fue libre (los datos no procedían de poblaciones 
normales y con igualdad de varianzas).  
? U de Mann-Whitney 
Contrasta si dos muestras de dos subpoblaciones tienen la misma distribución. Las 
observaciones de ambos grupos se combinan y clasifican con respecto al rango promedio 
asignado en caso de producirse empates. Si la posición de las poblaciones es idéntica, 
deberán mezclarse aleatoriamente los rangos en ambas muestras. 
? Análisis de correlación de Spearman 
Variante de coeficiente de correlación de Pearson. Es una medida de asociación que 
se calcula a partir de la asignación de rangos a los valores ordenados. Dicha asociación será 
nula si R=0, aumentando a medida que el valor de R se aproxima a 1 ó a -1. El signo del 
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coeficiente R indica el sentido de la asociación, siendo directa cuando el signo es positivo e 
inversa cuando es negativo. 
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5.. 1..   Ess tt udii oss   en  humanoss   
5.1.1. Características clínicas materno-neonatales de las muestras recogidas de sangre 
de cordón umbilical 
Se seleccionaron 45 recién nacidos sanos, de gestaciones únicas, de los que se recogió 
la sangre del cordón umbilical, tras obtener el consentimiento informado y firmado de cada 
una de las madres, tal y como se explica en el apartado 4.1.1 de estudios en humanos y en el 
apartado 4.3.1 de técnicas de laboratorio, de la sección de sujetos de estudio y métodos. Tanto 
las madres, como los recién nacidos, fueron dados de alta hospitalaria tras evolucionar de 
forma favorable y no presentar ningún tipo de complicación post-parto. Se analizaron las 
variables clínico-analíticas maternas resumidas en la tabla 9. En esta tabla, se describen las 
variables continuas en función de la media, desviación típica (D.T) así como el valor máximo 
y mínimo. Las variables hematológicas se describen en función de la media y D.T y se detalla 
para cada parámetro estudiado el intervalo de confianza del 95% de la media de cada valor de 
la población sana. El resto de variables se expresan en porcentajes. 
Se observó que la distribución de las variables edad materna, peso materno, talla 
materna, y edad gestacional, así como los parámetros analíticos hematológicos, seguían una 
distribución normal. La media de cada una de las variables hematológicas maternas, se 
encontraba dentro del intervalo de confianza del 95% de la media de la población sana.  
Por otra parte, se analizaron las variables referentes a la vía del parto, que quedan 
resumidas en la tabla 10. En esta tabla los valores se expresan en número y porcentaje, en 
función del tipo de parto, así como las variantes dentro de cada tipo.  
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Tabla 9. Análisis estadístico de las variables clínico-hematológicas maternas más relevantes de las 45 
madres a cuyos recién nacidos se le extrajo sangre del cordón umbilical.  
 
 % Media D.T. Mínimo Máximo 
Edad materna (años)  24,64 7 17 42 
Peso materno  (Kg)  80,23 17 50 120 
Talla materna (cm)  162,56 8 147 180 
Edad gestacional (semanas)  39,1 1,7 37 41 
Grupo étnico      
Caucásica 50     
Hispana 47,1     
Afro-Americana 2,9     
Grupo sanguíneo      
0 + 24     
0 - 4     
A + 28     
A - 4     
B + 6     
B - 2     
AB + 32     
AB - 0     
Parámetros analíticos 
hematológicos Unidades Media D.T. 
Valores de referncia 
(95% I.C.) 
Hemoglobina  g/dl 12,29 1,1 10,5 13,7 
Hematocrito  % 35,84 3,2 29,30 40,9 
Leucocitos  103/Ul 11,55 2,9 7,10 15,5 
Plaquetas nºcélulas/ml 217.000 50.700 141.000 297.000 
 
Tabla 10. Vía del parto y el tipo de parto de las 45 madres a cuyos 
recién nacidos se le extrajo sangre del cordón umbilical. 
   
 
 
 
Parto vaginal N % 
Espontáneo 43 95
Inducido 2 5
Vía del parto N % 
Vaginal 21 46,7
Cesárea 24 53,3
Parto por cesárea N % 
Electiva 31 69
Emergencia 14 31
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Se analizaron las variables neonatales más relevantes resumidas en las tablas 11,12, 13 
y 14. Se describen las variables continuas en función de la media, desviación típica (D.T) así 
como el valor máximo y mínimo. Las variables hematológicas se describen en función de la 
media y D.T y se detalla para cada parámetro estudiado el intervalo de confianza del 95% de 
la media de cada valor de la población sana. El resto de variables se expresan en porcentajes. 
El análisis demostró que todas las variables cuantitativas seguían una distribución normal 
(Tabla 11 y 13).  En relación a los valores del test de Apgar,  tanto al 1º como al 5º minutos,  
así como el pH de la sangre del cordón umbilical, no se observaron complicaciones intraparto. 
En uno de los recién nacidos, el valor del test de Apgar al 1º minuto fue de 6 (Tabla 12). En 
este caso, el parto fue por cesárea de emergencia, se obtuvo un pH en sangre de cordón de 
7,20 y valor en el test de Apgar al 5º minuto fue de 9. En relación a los parámetros 
hematológicos, la media de cada una de los valores analizados se encontraba dentro del 
intervalo de confianza del 95% de la media de la población sana (Tabla 13). Finalmente, se 
describen los grupos sanguíneos analizados en la sangre del cordón umbilical (Tabla 14).  
Tabla 11. Resultados clínicos neonatales intraparto  
 
Variable Media D.T Mínimo Máximo 
Peso neonatal (gramos) 3.320 312 2.540 4.196 
pH de la sangre del cordón  7,27 0,05 7,16 7,34 
 
Tabla 12. Resultados clínicos neonatales  
 
Sexo neonatal N % 
Femenino 28 54,2 
Masculino 17 45,8 
Valor del test de Apgar al 1º min N % 
< 7 1 2,9 
≥ 7 44 97,1 
Valor del test de Apgar al 5º min N % 
≥ 7 45 100 
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Tabla 13. Resultados hematológicos en neonatos.  
 
Parámetros analíticos hematológicos Media D.T 
Valores referncia 
(95% I.C.) 
Hemoglobina (g/dl) 16,00 2,91 11,20 20,00
Hematocrito (%) 41,55 10,61 26,00 48,90
Leucocitos (103/Ul) 20,50 5,99 13,60 24,40
Volumen corpuscular medio (fl) 106,07 5,46 100,20 111,00
Plaquetas (103/Ul) 204.000 59.000 111.000 277.000
Eritrocitos  (106/Ul) 4,58 0,25 4,40 4,76
Porcentaje de eritrocitos nucleados 7,67 4,51 3,00 12,00
Porcentaje de segmentados 59,33 4,62 54,00 62,00
Porcentaje de linfocitos 25,67 13,05 11,00 36,00
Porcentaje de monocitos 4,00  0,09 2,00 4,00
 
Tabla 14. Grupos sanguíneos de la sangre de cordón umbilical de los recién nacidos. 
 
Grupo sanguíneo neonatal N % del grupo sanguíneo neonatal 
0 + 23 51,11 
0 - 3 6,67 
A + 12 26,67 
A - 0 0 
B + 5 11,11 
B - 0 0 
AB + 2 4,44 
AB - 0 0 
 
Habitualmente, el peso neonatal en gestaciones sanas a término y sin patología 
obstétrico-perinatal, se correlaciona de forma directamente proporcional a la edad gestacional. 
Al igual que en estos casos, el análsis en los recién nacidos a los que se le extrajo sangre del 
cordón umbilical, demostró que el peso neonatal se correlaciona de forma significativa con la 
edad gestacional y que dicha relación puede describirse por la fórmula de la recta de 
regresión: Peso neonatal (gramos):161,236 x edad gestacional (semanas) - 2955 ; R2:53%; p <0,003.  En la 
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figura 32  se representa la recta de regresión y los intervalos de confianza del 95% de la 
media de la recta de regresión.  
Figura 32. Correlación entre el peso neonatal y la edad gestacional 
de los recién nacidos en los que se recogió sangre del cordón 
umbilical. 
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Finalmente, se realizó una análisis comparativo de la media de edad gestacional y peso 
neonatal entre los 45 recién nacidos en los que se recogió sangre del cordón umbilical y los 
5.786 recién nacidos a término (37-40 semanas cumplidas de embarazo) de gestaciones únicas 
y sin complicaciones intraparto atendidos en dos hospitales de Amarillo (Texas, EE.UU.), 
entre enero de 2.001 y diciembre de 2.002. No se encontraron diferencias entre ambas 
poblaciones, para dichas variables (p>0,05).  
En resumen, basados en los resultados del estudio de las variables maternas-neonatales 
analizadas, el conjunto de individuos de los que se obtuvo sangre de cordón umbilical eran 
gestantes a término, sin complicaciones intraparto y con resultados neonatales inmediatos, 
característicos de una población sana.  
5.1.2. Porcentaje de pureza de las células CD34+ aisladas por separación 
inmunomagnética 
Se realizó un análisis del porcentaje de expresión del antígeno CD34 por citometría de 
flujo, en 10 muestras de células CD34+ previamente aisladas por MACS de la sangre del 
cordón umbilical. La media ± D.T. y el rango (min,máx) del porcentaje de pureza fue de 83 % 
± 6 (63,91). En la figura 33, se representan los resultados obtenidos en una muestra donde se 
obtuvo un porcentaje de pureza del 85,42% de células que expresan el antígeno CD34. Tras el 
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análisis se construye una gráfica en función del tamaño y la granularidad de las células. En 
esta, se selecciona entonces una ventana (I) en la que por ambas características, se sitúan las 
células leucocitarias, a partir de la cual se puede identificar el porcentaje de células que 
expresan o no uno u otro antígeno, CD34 en este estudio. 
 
 
5.. 2..   Rell acii ón  entt re  ell   número  de  céll ull ass   CD34+  procedentt ess   de  ll a  ss angre  
dell   cordón  umbii ll ii call   de  recii én  nacii doss   ss anoss   y  ll ass   varii abll ess   cll íí nii cass   
obss tt étt rii co-- neonatt all ess     
En primer lugar, se analizó la distribución del volumen de sangre del cordón umbilical 
recogida en el total de 45 recién nacidos sanos. Para el análisis, se descartaron 7 de las 
muestras debido a que el volumen fue menor de 30 ml. De las 38 muestras restantes, la media 
± D.T. y el rango (min,max) del número total de células CD34+ obtenidas por MACS fue de 
766.000 ± 49.000 (150.000; 215.000) células; el volumen de sangre recogido fue 38,4 ± 6 (30; 
63) ml., el número total de células CD34+ por ml de sangre recogido fue 20.700 ± 1.380 
(3.750; 59.800) células/ml y el peso de la placenta fue de 590,71 ± 139,45 (350; 1210) 
gramos (Figura 34). Se observó una relación directa entre el número de células CD34+ y el 
volumen de sangre recogido (Figura 35). En la figura 35 se representa la recta de regresión, 
los intervalos de confianza del 95% de la media de dicha recta y la fórmula que la describe.  
 
Figura 33. Análisis del porcentaje de pureza de las células CD34+ 
por citometría de flujo. 
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Seguidamente, se analizó si existía relación entre el número total de células CD34+ 
por ml de sangre recogida, y las variables clínicas materno-neonatales más relevantes. Tras el 
análisis, se encontró que el número total de células CD34+ por ml de sangre recogida fue 
independiente de la edad materna, grupo étnico, grupo sanguíneo materno, vía del parto, edad 
gestacional, peso neonatal, sexo neonatal, grupo sanguíneo neonatal,  así como del valor del 
test de Apgar al 1º y 5º minuto. Por el contrario, se encontró una relación directamente 
proporcional entre el número total de células CD34+ por ml de sangre recogida y el peso 
placentario y que puede describirse por la fórmula de la recta de regresión: Nº total de CD34+ por 
ml de sangre= 58,2 x peso placentario (gramos)  + 12870; R:59%, (p: 0,001) (Figura 36). 
Figura 34. Distribución en diagramas de cajas del número total de células CD34+ procedentes del 
cordón umbilical (a), del volumen de sangre recogido (b), del número total de células CD34+/ml de 
sangre recogida (c), y el peso placentario (d). 
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a. Distribución del número total de células CD34+ b. Distribución del volumen de sangre recogida del 
cordón umbilical (ml) 
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c. Distribución del número total de células CD34+ por 
ml de sangre del cordón umbilical recogido (células/ml) 
d. Distribución del peso placentario (gramos) 
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Figura 35. Correlación entre el número total de células CD34+ y el 
volumen de sangre del cordón umbilical recogido en 38 recién 
nacidos.  
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Nº total de CD34+= 1,2 x ( ml de sangre)  + 14,680; R2:57, (p: 0,002) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Correlación entre el número total de células CD34+ por ml de sangre 
recogido del cordón umbilical, y las variables edad gestacional (a), peso neonatal 
(b), sexo neonatal (c), y peso placentario (d).   
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a. p: 0,61 b. p: 0,13 
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c. p: 0,27 d.  p: 0,001 
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En resumen, los resultados presentados en esta Memoria muestran la existencia de una 
relación directamente proporcional entre el peso neonatal y la edad gestacional en los 45 
recién nacidos de la muestra estudiada, entre el número de células CD34+ totales y el 
volumen de sangre recogido (p <0,01), así como entre el número de células CD34+ por ml de 
sangre de cordón recogida y el peso placentario (p <0,01). El número de células CD34+ por 
ml de sangre de cordón recogida fue independiente del resto de variables obstétrico-
neonatales analizadas.  
5.2.1. Expansión ex vivo de las células CD34+ procedentes de la sangre del cordón 
umbilical. 
En los resultados descritos anteriormente, se encontró que la media del número de 
células CD34+ aisladas de la sangre del cordón umbilical, fue de 766.000±49.000 células. 
Con el objetivo de incrementar dicho número y de conocer como se expandían ex vivo las 
células CD34+, cinco de las muestras procedentes de los 45 recién nacidos, se cultivaron, 
durante 21 días, en placa de cultivo y en placa de cultivo con Cytomatrix, añadiendo, en 
ambos casos, diferentes combinaciones de citocinas, como se explica la tabla 7 del apartado 
4.3.4.1 de sujetos y métodos de estudio. 
Tras 7 y 14 días de incubación, se contaron las células en cada una de las condiciones 
de cultivo y se observó que, a dichos tiempos, la media ± D.T. de incremento de proliferación 
celular fue de 1,93±0,23 y de 9,71±1,1 veces; respectivamente. Debido al reducido número de 
muestras, no se pudo realizar un análisis comparativo entre las distintas condiciones de 
cultivo, grupo sanguíneo, y tiempo de cultivo, aunque se observó que en todas las muestras la 
media de incremento era homogénea (Tabla 16). 
Al cabo de los 14 días de cultivo, se analizó el porcentaje de células que expresaban o 
no el antígeno CD34, en cada una de las condiciones de cultivo, por citometría de flujo. Se 
observó que la media±D.T. del porcentaje de pérdida de la expresión del antígeno CD34, fue 
de 78,3±6%. Debido al reducido número de muestras con que se contaba, no se pudieron 
demostrar diferencias entre las condiciones de cultivo, aunque en este caso se observó que, 
tanto en placa de cultivo sin Cytromatrix, como en placa de cultivo con Cytromatrix, la 
combinación de las citocinas (D) SCF + FLT-3L + TPO + IL-3 + IL-6  fue la que presentó los 
porcentajes más bajos de pérdida de expresión del antígeno CD34 (Figura 37). 
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Finalmente, tras 21 días de cultivo, se recogieron todas las células de cada una de las 
muestras, y nuevamente se separaron las células CD34+ por MACS, encontrándose una 
media±D.T. de incremento de 4,6±0,6 veces con respecto al número de células CD34+ con las 
que se inició la expansión ex vivo (1.000.000 de células) (Tabla 17). 
 
Tabla 17. Resultados de la expansión ex vivo de las células CD34+ tras 21 días de cultivo y posterior 
selección positiva por MACS. 
 
Muestra Grupo sanguíneo 
Número total de 
células 
Número total de 
células CD34+ 
aisladas por MACS 
%  de las 
CD34+ en 
relación al 
número total 
de células 
Incremento 
en relación al 
número 
inicial de 
células 
CD34+ 
Cordón 1 (0+) 19.820.000 5.620.000 28,36 4,62 
Cordón 2 (B+) 11.560.000 4.590.000 42,32 3,89 
Cordón 3 (A+) 18.240.000 6.400.000 35,09 5,4 
Media ± D.T 16.540.000 ± 357.998 5.536.666 ± 741.275 35,26 ± 6 4,64 ± 0,6 
 
En resumen, tras la expansión ex vivo de las células CD34+ procedentes de la sangre 
del cordón umbilical de recién nacidos sanos, se observó una tasa de proliferación celular de 
alrededor de 2 y 10 veces, a los 7 y 14 días de cultivo, respectivamente.  Dicha proliferación 
celular parece estar ligada al hecho de que cerca del 78% de las células pierdan la expresión 
del antígeno CD34 al cabo de 14 días de cultivo. Tras 21 días de expansión, y nueva selección 
de células CD34+ por MACS, se obtuvo un incremento cercano a 5 veces el número de 
células CD34+ con las que se inició el cultivo. 
5.2.2. Depleción de la subpoblación de células CD3+ por MACS en las células CD34+, 
procedentes de la sangre del cordón umbilical de recién nacidos sanos, 
expandidas ex vivo 
A partir de las células CD34+ expandidas ex vivo y nuevamente seleccionadas por 
MACS, se realizó una depleción de la subpoblación celular que expresaba el marcador CD3 
(marcador de células linfoides) por MACS. Antes de realizar la depleción, se realizó un 
análisis, por citometría de flujo, de cada una de las muestras para determinar el porcentaje de 
células progenitoras CD34+ y de las células CD3+. Tras la depleción, en las células 
seleccionadas de forma positiva (CD3+), se cuantifícó el porcentaje de linfocitos T inmaduros 
(CD3+CD2+CD11a) y de células NK (CD3+CD56+CD16+CD45+); y en las células 
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seleccionadas de forma negativa (CD3-) se cuantificó el porcentaje de células CD34+, la 
presencia o no residual de un pequeño porcentaje de células CD3+, que hubieran escapado al 
proceso de selección, así como el porcentaje de linfocitos T CD4+ activados (CD4+HLA-
DR+CD38+) y linfocitos T CD8+ activados (CD8+HLA-DR+CD38+) (Figura 38). 
 
 
Figura 38. Porcentajes de las distintas subpoblaciones celulares, obtenidos antes y después de la 
depleción de la subpoblación celular CD3+, en 6 muestras de células CD34+ procedentes del cordón 
umbilical de recién nacidos (hCD34+) previamente expandidas ex vivo.  
Muestra a. Muestra b. 
  
Muestra c. Muestra d. 
  
Muestra e. Muestra f. 
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Se realizó un análisis de los resultados obtenidos a lo largo del procedimiento que se 
resume en la tabla 17. Se observó que tras la depleción de las células CD3+ por MACS, 
existe una pérdida celular  
 
positivascélulashCDN
negativaónCDsubpoblacipositivaonCDsubpoblacipositivascélulashCDN
34º
)33(34º +−  
cercana al 14% de hCD34+ menos, y que el porcentaje de células seleccionadas de forma 
positiva para CD3+ por MACS  fue el doble que el porcentaje de células CD3+ identificadas 
por citometría de flujo. Así mismo, en las células seleccionadas de forma positiva, una de 
cada cuatro células (26,5% ± 4,5%) eran células NK (CD3+CD56+CD16+CD45+). Como era 
de esperar, tras la depleción de las células CD3+ por MACS, el porcentaje de dicha 
subpoblación disminuyó de 9±1,7%, a prácticamente 0%, y no se encontraron linfocitos T 
activados (CD4+/CD8+HLA-DR+CD38+) (Tabla 17).   
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5.. 3..   Ess tt udii oss   de  ss upervii vencii a  de  ll ass   céll ull ass   CD34+  procedentt ess   de  ll a  
ss angre  dell   cordón  umbii ll ii call   de  recii én  nacii doss   humanoss   ss anoss ,,   
depll ecii onadass   de  ll a  ss ubpobll acii ón  CD3+,,   en  ll íí quii do  extt racell ómii co  dell   
babuii no  
En la mayoría de los animales de experimentación, se inyectaron células hCD34+ 
expandidas ex vivo y deplecionadas de la subpolación celular CD3+, a las que se define como 
hCD34+CD3-. Los resultados obtenidos en los experimentos de expansión ex vivo, 
demostraron que las células CD34+ procedentes de la sangre del cordón umbilical, proliferan 
en condiciones de cultivo adecuadas en medio y citocinas. Basados en estos resultados, se 
realizó un análisis comparativo de la supervivencia de las células hCD34+CD3- en el líquido 
extracelómico del babuino, extraído por celocentesis ecoguiada a los 38 días de gestación, así 
como en dicho líquido a diferentes proporciones con medio de cultivo y citocinas. Las células 
hCD34+CD3- utilizadas fueron las resultantes del procedimiento que se explica en la muestra 
f del experimento anterior (Figura 38). 
La tabla 18 y la figura 39 resumen los resultados de la supervivencia de las células 
hCD34+CD3- en las distintas condiciones de cultivo, a diferentes tiempos de evaluación. Se 
observó que el porcentaje de supervivencia celular se relaciona de forma inversamente 
proporcional al incremento en la proporción de líquido extracelómico presente en el cultivo y 
al tiempo de cultivo. En la tabla 18, se describe además, el fenotipo de las células 
supervivientes tras 20 horas de incubación, de acuerdo a la expresión del antígeno CD34+ o 
CD3+. Además, se observó que el porcentaje de células CD34+ se relaciona de forma 
inversamente proporcional al incremento en la proporción de líquido extracelómico presente 
en el cultivo. 
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5.. 4..   Análl ii ss ii ss   de  ll a  composs ii cii ón  bii oquíí mii ca  dell   ll íí quii do  extt racell ómii co  
Tras una exhaustiva revisión de la bibliografía de los artículos publicados entre enero 
de 1.991 y diciembre de 2.003, se realizó un catálogo de moléculas medidas, de forma 
pareada, en sangre materna y líquido extracelómico, en gestaciones humanas, durante el 
primer trimestre de embarazo, previa interrupción voluntaria de la gestación. Dicho catálogo 
se representa en las tablas 19, 20 y 21 y las figuras 40 y 41. Las tablas describen, para cada 
una de las moléculas, la media tanto en sangre materna, como en líquido extracelómico, los 
rangos de edad gestacional y el tamaño muestral, así como el artículo de referencia.  Cuando 
dos o más trabajos, describían las mismas moléculas en edades gestacionales similares, se 
calculó la media de las medidas y se sumó el número de casos. El cálculo del gradiente de 
concentración de cada una de las moléculas entre el compartimento materno y el líquido 
extracelómico se realizó empleando la fórmula 
(
iónconcentracmenordentoCompartime
iónconcentracmenordentoCompartimeiónconcentracmayordentoCompartime
,,,
,,,,,, − )  x 100%. 
Para describir el límite de equilibrio entre ambos compartimentos, se consideró el 
gradiente que presenta la inulina (aproximadamente 30%), por ser una sustancia inerte que no 
se metaboliza, ni se le conoce un trasporte específico en el organismo, y que además, a nivel 
placentario, pasa al espacio embrionario a través del espacio extracelular dependiendo de su 
tamaño molecular (170).  
La tabla 19 y la figura 40 describen las moléculas que se encuentran en equilibrio de 
concentración (+/-30%) entre el líquido extracelómico y la sangre materna. 
 La tabla 20 describe aquellas moléculas que presentan un gradiente mayor del 30% 
entre el líquido extracelómico y la sangre materna. Dichas moléculas se producen de forma 
mayoritaria dentro del saco gestacional, o se trasportan de forma activa a través de la 
membrana corio-decidual, desde la madre.  
La tabla 21 describe aquellas moléculas que presentan un gradiente mayor del 30% 
entre la sangre materna y el líquido extracelómico. Dichas moléculas en su mayoría son 
hormonas y proteínas producidas en el compartimento materno y debido a su elevado peso 
molecular pasan de forma limitada la membrana corio-decidual. 
Las moléculas que no se encuentran en equilibrio entre ambos compartimentos, se 
agruparon en función de la naturaleza bioquímica: hormonas, citocinas, proteínas y 
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aminoácidos. La concentración de dichas moléculas depende del lugar en donde se producen, 
del peso molecular, así como de las necesidades del embrión en desarrollo, así por ejemplo, la 
mayoría de los aminoácidos esenciales, pasan de la madre al embrión en desarrollo (Figura 
41). 
Tabla 19. Moléculas descritas en equilibrio (+/-30%) entre el líquido extracelómico y la sangre materna, 
medidas en gestaciones humanas durante el primer trimestre de gestación. 
 
Moléculas  Unidades Media LEC Media SM 
Edad gestacional 
(semanas) 
Nº Referencia 
Inulina (mg/ml) 4,8 6,9 8-11 9 (171) 
Glucosa (mmol/l) 2,7 3,4 7-14 55 (172) 
Fentanilo (ng/ml) 1,1 1,2 7-14 48 (173, 174) 
Serina (mmol/l) 116 126 7-11 17 (175) 
Potasio (mmol/l) 3,8 4,1 5-13 30 (154) 
Sodio (mmol/l) 130,9 135,9 5-13 30 (154) 
Triptofano (µmol/l) 29 30 7-11 17 (176) 
Eritropoietina (mIU/ml) 15,45 15,4 7-12 20 (177) 
Cloro (mmol/l) 107,5 105 7-12 34 (172, 178) 
Creatinina (µmol/l) 52,4 50,3 5-13 34 (154, 178, 
179) 
MCP-1 (pg/ml) 151,5 142,6 8-11 27 (180) 
Calcio (mmol/l) 2,52 2,3 7-12 40 (172, 178, 
181) 
Activina A (ng/ml) 0,535 0,42 8-11 50 (182, 183) 
Urea (mmol/l) 8,3 7,2 7,2 5-13 (154) 
 MCP-1: Macrophage chemoattractan protein 1 
Figura 40. Moléculas descritas en equilibrio (+/-30%) entre el líquido extracelómico y la sangre 
materno. 
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Tabla 20. Moléculas que han sido descritas en gradiente mayor al 30% entre el líquido extracelómico y la 
sangre materna, medida en gestaciones humanas durante el primer trimestre de gestación  
Moléculas  Unidades Media LEC Media SM 
Edad gestacional 
(semanas) 
Nº Referencia 
α-HCG libre (mIU/ml) 122495 69,6 7-12 18 (184) 
β-HCG libre (mIU/ml) 1398 48,2 7-12 23 (184, 185) 
α-HCG total (mIU/ml) 1336656 68232 7-8 5 (185) 
Alfa-fetoproteina (kIU/l) 21816 1,4 8-14 30 (154) 
Progesterona (pg/ml) 877 69,7 5-7 25 (179) 
Vitamina B12 (ng/ml) 3680 405 9-12 22 (136) 
Receptor soluble de TNF 
p55 (ng/ml) 4,52 0,54 8-10 21 (186) 
Cobalamina (ng/ml) 3162 427 9-12 22 (136) 
Proteína placentaria 14 (ng/l) 4416 642 8-12 27 (187) 
17-β estradiol (nmol/l) 25,8 4,23 8-12 12 (188) 
Estradiol (pg/ml) 26978 4448 5-7 25 (179) 
Ferritina (µg/l) 287 49 7-13 36 (189) 
ß2-microglobulina (mg/l) 4,7 0,9 7-12 25 (135) 
Lisina (µmol/l) 703 141 7-11 17 (190) 
Inhibina B (pg/ml) 24,32 5,94 8-10 23 (182) 
Arginina (µmol/l) 204 54 7-11 17 (190) 
Alanina (µmol/l) 742 247 7-11 17 (190) 
Metionina (µmol/l) 47 16 7-12 40 (175, 191) 
β-HCG total (kIU/ml) 410 141,5 7-12 16 (192) 
Prolina (µmol/l) 289 104 7-11 17 (190) 
Receptor soluble de TNF 
p75 (ng/ml) 4,72 1,71 8-10 21 (186) 
Estriol no conjugado (nmol/l) 2,6 1,0 8-12 27 (187) 
HCG total (IU/l) 174 67,3 5-13 30 (154) 
Fenilalanina (µmol/l) 130 55 7-11 17 (190) 
Ornitina (µmol/l) 112 48 7-11 17 (190) 
Treonina (µmol/l) 289 124 7-11 17 (190) 
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Tabla 20 continuación. Moléculas que han sido descritas en gradiente mayor al 30% la sangre materna y 
el líquido extracelómico, medidas en gestaciones humanas durante el primer trimestre de gestación.  
 
Moléculas  Unidades Media LEC Media SM 
Edad 
gestacional 
(semanas) 
Nº Referencia 
Valina (µmol/l) 403 174 7-11 17 (190) 
Asparagina (µmol/l) 101 44 9-12 17 (190) 
Histidina (µmol/l) 170 75 7-11 17 (190) 
Acido aminobutírico (µmol/l) 33 15 7-11 17 (190) 
Interleucina-6 (pg/ml) 87,5 40 7-12 16 (180) 
Leucina (µmol/l) 221 104 7-11 17 (190) 
17 α Hidroxi-
progesterona (nmol/l) 33,3 16 8-12 12 (188) 
Taurina (µmol/l) 191 92 7-11 17 (190) 
Lactato (mmol/l) 0,6 0,3 7-14 55 (172) 
Isoleucina (µmol/l) 101 51 7-11 17 (190) 
IGFBP-1 (µg/l) 150 76 6-12 21 (193) 
Cisteina (µmol/l) 91 47 7-11 17 (190) 
Folistatina (pg/ml) 11,72 6,35 8-11 27 (183) 
Glutamina (µmol/l) 694 424 7-11 17 (190) 
Folato (µg/ml) 9,9 6,2 9-12 22 (136) 
Nicotina (ng/ml) 108 72 7-11 23 (194) 
Fosfato (mmol/l) 1,61 1,10 7-12 32 (172, 178) 
IGFBP-2 (µg/l) 167 123 6-12 21 (193) 
Glicina  (µmol/l) 251 175 7-11 17 (175) 
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Tabla 21. Moléculas que han sido descritas en gradiente mayor al 30% entre la sangre materna y el 
líquido extracelómico, medida en gestaciones humanas durante el primer trimestre de gestación  
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Moléculas  Unidades Media LEC 
Media 
SM 
Edad gestacional 
(semanas) 
Nº Referencia 
Citrulina (µmol/l) 10 16 7-11 17 (190) 
555 endotelina inmunoreactiva (pg/ml) 18,6 31,1 7-12 15 (195) 
Androstenediona (nmol/l) 5,3 9 5-13 12 (188) 
Prolactina (IU/ml) 371 709 9-12 26 (196) 
Acido aspártico (µmol/l) 6 12 7-11 17 (190) 
545 endotelina inmunoreactiva (pg/ml) 9,7 25,4 7-12 15 (195) 
Testosterona (nmol/l) 0,84 2,2 8-12 12 (188) 
Lactofeno placentario humano (ng/ml) 80 210 8-12 27 (187) 
Interleucina-8 (pg/ml) 9,72 33,1 8-11 27 (180) 
IGF-II (µg/l) 199 687 6-12 21 (193) 
Homocisteina (µmol/l) 2,5 8,7 8-12 23 (191) 
Hierro (µmol/l) 4,8 21 7-13 36 (189) 
p43-Isoferritina (U/ml) 5 22 7-12 25 (197) 
Glutamiltransferasa (U/l) 2 9    
Sulfato de dihidro-testosterona (µmol/l) 0,9 5 8-12 12 (188) 
IGF-I (µg/l) 41 233 6-12 21 (193) 
Receptor soluble de IL-6  (ng/ml) 4,01 37,4 8-10 21 (186) 
Transferrina (g/l) 0,22 2,5 7-13 36 (189) 
Cortisol (nmol/l) 33,3 441,7 8 -12 12 (188) 
Acido glutámico (µmol/l) 5 76 7-11 17 (190) 
Relaxina (pg/ml) 57,5 1085 8-11 22  
Proteínas totales (g/l) 3,5 71,3 5-13 30 (154) 
Vitamina A (µmol/l) 0,08 1,85 9-12 15 (198) 
Lactoferrina  2 49 7-13 36 (189) 
Albumina (g/l) 1,7 45,5 8-14 57 (102) 
Inmunoglobulina G (mg/dL) 32 907 6-12 34 (199) 
Pre-Albumina (g/l) 0,04 1,14 8-14 57 (102) 
PAPP-A (mIU/l) 26 1220 8-10 15 (200) 
T3 (nmol/l) 0,03 1,70 6-12 12 (201) 
Vitamina E (µmol/l) 0,26 17,01 9-12 15 (198) 
Inmunoglobulina A (mg/dL) 1 122 7-12 34 (199) 
T4 (nmol/l) 0,96 145 6-12 12 (201) 
Re
su
lta
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5.. 5..   Ess tt udii oss   en  anii mall ess   de  experii mentt acii ón..       
5.5.1. Validación del modelo animal babuino gestante como sustituto de la gestación 
humana, para los estudios de diagnóstico prenatal y de trasplante in utero de 
células madres hematopoyéticas a embriones preinmunes 
5.5.1.1.  Estudios ecográficos durante el primer trimestre del desarrollo embrionario.  
Con el objetivo de validar el modelo animal babuino, se realizó un análisis 
comparativo en gestantes humanas (entre 42 y 58 días postfecundación) y babuinos (entre los 
35 y 47 días postfecundación), de los distintos marcadores ecográficos utilizados, de forma 
habitual, durante el primer trimestre del desarrollo embrionario: longitud cráneo-caudal; 
diámetro medio del saco gestacional (SG), saco amniótico (SA) y saco vitelino; porcentaje del 
espacio extracelómico, como resultado del cálculo SG
SASG −
 x 100; así como la frecuencia 
cardíaca embrionaria; estableciendo como común denominador los estadios de Carnegie del 
desarrollo embriológico, para cada una de las variables estudiadas. La tabla 22 describe la 
evolución de los distintos marcadores ecográficos entre los estadios 17 y 23 de Carnegie, 
tanto en humanos como en babuinos. Cada una de las variables de la tabla fueron 
representadas en las figuras 42, 43, 44, 45, 46, 47 y 48. 
Se observó que la evolución ecográfica de ambas especies, en relación a los 
parámetros utilizados durante los estadios 17 y 23 de Carnegie es similar, haciendo 
comparable la valoración ecográfica de humanos con la que se realiza en el modelo animal 
seleccionado.  
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Tabla 22. Parámetros ecográficos del primer trimestre de gestación, medidos en gestante humanas y 
babuinos, durante los estadios de Carnegie 17-23.  
 
Estadios de Carnegie 17 18 19 20 21 22 23 
Humano 
 
Días 
 postfecundación 
42 44 48 52 54 55 58 
Nº de casos 86 4 8 12 18 15 14 15 
LCC (mm) 12,3 15,1 17,4 20,2 23 25 29,2 
SG (mm) 44,1 47,3 51,2 52,8 57 58,8 61,3 
SA (mm) 3,9 7,3 11 15,4 19,8 23,5 26,2 
EEC (%) 91,2 84,6 78,5 70,8 65,3 60,0 57,3 
SV (mm) 4,2 4,6 5 5,6 6 6,1 6,3 
FC (lpm) 160 148 141 160 157 175 178 
Babuinos 
 
Días 
 postfecundación 
35 37 39 41 43 45 47 
Nº de casos 18 1 2 3 3 3 3 3 
LCC (mm) 12 13 17,6 18,1 19,2 22,6 26 
SG (mm) 41,35 43,79 46,23 48,67 51,11 53,55 55,99 
SA (mm) 2,86 6,5 10,14 13,78 17,42 21,06 24,7 
EEC (%) 93,1 85,2 78,1 71,7 65,9 60,7 55,9 
SV (mm) 3 3,1 3,9 4 4,3 5 5 
FC (lpm) 157 158 162 160 149 179 166 
Los resultados se expresan en medias. LCC: longitud cráneo-caudal; SG: saco gestacional; SA: saco amniótico; 
EEC: espacio extracelómico; SV: saco vitelino; FC: frecuencia cardíaca; lpm: latidos por minuto. 
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Figura 42. Evolución de los días postfecundación en humanos y babuinos en 
función a los estadios de Carnegie del desarrollo embrionario.  
 
Figura 43. Evolución de la longitud cráneo-caudal medida por ecografía, en 
humanos y babuinos, en función a los estadios de Carnegie y los días 
postfecundación para cada especie. 
 
Figura 44. Evolución del saco gestacional medido por ecografía, en humanos y 
babuinos, en función a los estadios de Carnegie y los días postfecundación para 
cada especie. 
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Figura 45. Evolución del saco amniótico medido por ecografía, en humanos y 
babuinos, en función a los estadios de Carnegie y los días postfecundación para 
cada especie.  
 
Figura 46. Evolución del porcentaje del espacio extracelómico, medido por 
ecografía, en humanos y babuinos, en función a los estadios de Carnegie y los 
días postfecundación para cada especie.  
 
Figura 47. Evolución del saco vitelino, medido por ecografía en humanos y 
babuinos, en función a los estadios de Carnegie y los días postfecundación según 
especie. 
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5.5.1.2.  Estudios ecográficos durante el primer, segundo y tercer trimestre de desarrollo 
gestacional 
Con el mismo objetivo del apartado anterior, se realizó un análisis comparativo del 
desarrollo ecográfico gestacional, entre ambas especies, basados en la LCC, la circunferencia 
cefálica, el diámetro biparietal, la circunferencia abdominal, y la longitud femoral, medidos 
en el 25%, 50%, 75% y 100% del tiempo total de la gestación, en humanos y en babuinos. El 
cálculo del peso fetal estimado, en ambas especies, se obtuvo a partir de la ecuación que 
define la curva de Hadlock para la estimación del peso fetal, tal y como se describe en el 
apartado 4.4.4 de sujetos y métodos de estudio.  
Figura 48. Evolución del latido cardíaco embrionario, medido por ecografía en modo 
M, en humanos y babuinos, función a los estadios de Carnegie y los días 
postfecundación según especie. 
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Tabla 23. Evolución de los parámetros ecográficos calculados en los días que representan el 25%, 50%, 
75% y 100% del tiempo total de gestación, en humanos y babuinos.  
 
Porcentaje del 
periodo gestacional 
 25 % 50 % 75 % 100% 
 (Parto) 
Humano Días 
postfecundación 
73 147 220 294 
Número 147 86 16 15 30 
LCC (mm) 33 - - - 
CC (mm) - 206 ± 7* 310 ± 10 366 ± 11 
DBP (mm) - 54,5 ± 0,2 79,6 ± 0,3 97,7 ± 0,4 
LF (mm) - 48 ± 0,1 63,3± 0,8 77,3 ± 1 
CA (mm) - 186 ± 14,3 297 ± 16,1 356 ± 18,7 
FC (lpm) 168 ± 10 158 ± 10 148 ± 11 146 ± 12 
PFE (grms) - 525  1815  3207 
Babuino Días 
postfecundación 
45 90 135 180 
Número  9 9 6 49 
LCC (mm) 22,6 - - - 
CC (mm) - 171 ± 2,8 237 ± 3,6 - 
DBP (mm) - 45,6 ± 0,7 58,2 ± 0,8 - 
LF (mm) - 38,7 ± 0,4 49,1 ±0,6 - 
CA (mm) - 135 ± 1,7 210 ± 2 - 
FC (lpm) 156 ± 12 160 ± 9 165 ± 10 167 ± 8 
PFE (grms) - 262 651 901 
Los resultados se expresan en medias. LCC: Longitud Cráneo-Caudal; CC: Circunferencia Cefálica; DBP: 
Diámetro Bi-parietal; LF: Longitud Femoral; CA: Circunferencia Abdominal; FC: Frecuencia Cardíaca; PFE: 
Peso Fetal Estimado 
 Las figuras 49, 50, 51 y 52 representan las fichas ecográficas registradas en uno de los 
animales a los 37, 67, 111 y 140 días postfecundación. Es estas fichas se recogen las variables 
ecográficas más relevantes, así como fotografías de la punción en el espacio extracelómico, la 
inyección de las células hCD34+, visualizable por el signo de la burbuja, el estudio doppler 
cardíaco, del cordón umbilical, los vasos hepáticos y la arteria cerebral media, así como otros 
detalles ecográficos de interés. 
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Figura 49 Fichas Ecográfica de uno de los animales gestantes a los 37 días postfecundación. 
 
 
Longitud cráneo-caudal Saco gestacional 
  
Saco amniótico Saco vitelino 
  
Latido cardiaco precelocentesis Introducción de la aguja en el espacio extracelómico 
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Figura 49, continuación. Fichas Ecográfica de uno de los animales gestantes a los 37 días postfecundación. 
 
 
 
Celocentesis inyección de células hCD34+  
(signo de la burbuja) 
Celocentesis inyección de células hCD34+ 
  
Latido cardiaco postcelocentesis Latido cardiaco 24 horas postcelocentesis 
  
Valoración con Doppler del flujo en el  cordón umbilical Valoración con Doppler del flujo en el  cordón umbilical 
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Figura 50. Fichas Ecográfica de uno de los animales gestantes a los 67 días postfecundación 
 
Diámetro biparietal y occipito-frontal Longitud femoral 
 
 
Diámetros abdominales Latido cardíaco fetal 
  
Valoración con Doppler del flujo en el  cordón umbilical Valoración con Doppler del flujo en el  cordón umbilical 
  
Medida del cervix uterino materno Rostro fetal 
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Figura 51. Fichas Ecográfica de uno de los animales gestantes a los 111 días postfecundación 
 
 
Diámetro biparietal y occipito-frontal Longitud femoral 
  
Diámetros abdominales Latido cardíaco fetal 
  
Valoración con Doppler del flujo en el  cordón umbilical Valoración con Doppler del flujo de los vasos hepáticos 
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Figura 52. Fichas Ecográfica de uno de los animales gestantes a los 140 días postfecundación 
 
Diámetro biparietal y occipito-frontal Diámetros abdominales 
  
Latido cardíaco fetal Medición del cervix uterino materno 
  
Detalle ecográfico de la superficie hepática Valoración con Doppler del flujo en los vasos hepáticos 
  
Valoración con Doppler del flujo en la arteria cerebral 
media 
Valoración con Doppler del flujo en la arteria cerebral media 
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Como se ha observado en el apartado en los estudios ecográficos realizados durante el 
primer trimestre de gestación, el desarrollo embrionario, tanto en humanos, como en 
babuinos, es muy similar. Sin embargo, conforme avanza la gestación, los parámetros 
ecográficos evaluados durante el segundo y tercer trimestre, presentaron diferencias entre 
ambas especies, en el 50% y 75% del tiempo total de  gestación, aunque no pudo demostrarse 
un nivel de significación debido al reducido número de animales explorados en cada estadio. 
Debido a las diferencias encontradas, la curva de Hadlock para la estimación del peso fetal en 
humanos, utilizando la media de la CC, DBP, LF y CA (expresados en cm), no resulta útil 
para valorar el peso fetal en los babuinos, pero nos daría una referencia, en el caso de 
trasplantar células madre hematopoyéticas al feto, del número de células/Kg de peso que se 
inyectan en el modelo animal.  
 
5.5.1.3.  Control de los valores hematológicos en babuinos durante la gestación.   
De forma habitual, tras realizar un hemográma a un paciente, cada una de las variables 
viene acompañada de un rango de valores, que representan el intervalo de confianza del 95% 
de la media de dicho valor, del conjunto de pacientes considerados sanos. Basados en dicho 
rango, fueron controladas cada una de las variables hematológicas del babuino, en distintos 
momentos de la gestación.  
La tabla 24 describe la media de los valores de los hemogramas realizados en 9 
animales en distintos períodos, durante la gestación, utilizando como control el intervalo de 
confianza del 95% de la media de cada valor en individuos humanos sanos. La media del 
porcentaje de neutrófilos y monocitos se mantuvo elevada en todas las mediciones, sin 
embargo, este incremento no se correspondió con un aumento en el número total de dichas 
células. A pesar del reducido número de muestras para el  análisis, se observó, que los 
parámetros hematológicos del babuino pueden ser controlados mediante los valores de 
referencia utilizados habitualmente en humanos, pudiéndose detectar, citopenias, anemias u 
otras anomalías con interés clínico-experimental. 
Resultados 
 107
Tabla 24. Evolución de los parámetros hematológicos medidos en babuinos durante la gestación.  
Media de valores en el babuino según días Test 
40 días 41 días 70 días 140 días 180  días 
Unidades Valores de 
referencia en 
humanos 
(95% I.C.) 
Leucocitos  9,72 8,54 9,3 8,0 13,2  103/UL 4,8 10,8 
Eritrocitos 4,61 4,88 4,5 4,03 4,62 106/UL 4,2 6,1 
Hemoglobina 12,08 12,64 12,2 11,3 12,9 g/dL 12 18 
Hematocrito 37,54 39,66 36,9 34,7 39,9 % 36 52 
Volumen corpuscular 
medio 
77,72 81,18 81,6 86,1 86,5 fL 80 99 
Hemoglobina 
corpuscular media 
25,82 25,86 27,1 28,0 27,9 Pg 27 31 
Plaquetas 302,29 317,20 233,5 273 319 103/UL 130 400 
Volumen plaquetario 
medio 
9,56 25,70 9,0 10,0 9,2 fL 7 11 
% Neutrofilos 71,36 71,36 77,8 83,5 84,2 % 43 65 
% Linfocitos 25,22 25,56 19,7 14,1 12,3 % 20,5 45,5 
% Monocitos  2,48 2,30 2,1 0,6 0,7 % 5,5 11,7 
% Eosinófilos  0,80 0,70 0,5 1,8 1,7 % 0,9 2,9 
% Basófilos 0,04 0,10 0,1 0,1 1,1 % 0,3 1 
Nº Neutrofilos 7,47 6,08 7,3 6,8 10,2 103/UL 1,3 7,3 
Nº Linfocitos 2,20 2,22 1,8 1,1 1,5 103/UL 0,4 5,1 
Nº Monocitos 0,30 0,18 0,2 0,1 0,1 103/UL 0 2,5 
Nº Eosinófilos 0,06 0,06 0,1 0,1 0,2 103/UL 0 1,5 
Nº Basófilos 0,01 0,01 0,1 1,0 0,1 103/UL 0 0,5 
Se resaltan en letra negrita los valores medios que no se encuentran dentro del intervalo de confianza de 
referencia en humanos. 
 
 
5.5.1.4.  Estudio de las variables perinatales en humanos-babuinos.  
Se realizó un análisis descriptivo de las variables edad gestacional y peso neonatal en 
la población de neonatos humanos, nacidos de gestaciones únicas a término y sin 
complicaciones perinatales, pertenecientes a la ciudad de Amarillo (Texas, EEUU), nacidos 
entre enero de 2.001 y diciembre de 2.002, y la población de neonatos babuinos nacidos a 
término y sin complicaciones perinatales, pertenecientes a la colonia de la Universidad de 
Oklahoma (Oklahoma, EE.UU.) nacidos entre agosto de 2.001 y  agosto de 2.003. La tabla 
25 y la figura 53 describen la distribución de la edad gestacional y peso neonatal en ambas 
especies. Al igual que ocurre en las gestaciones humanas a término, en el babuino, el peso 
neonatal es dependiente de la edad gestacional siguiendo una relación directamente 
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proporcional entre ambas variables (Figura 54). En la gráfica se representa la recta de 
regresión y los intervalos de confianza del 95% de la media de la recta de regresión. Se 
describe, además, la fórmula de la recta de regresión entre ambas variables.  
Como se demostró en el apartado 5.1.1 estos resultados pueden ser utilizados como 
normogramas, para cada una de las variables, y así comparar, en su correspondiente especie y 
en función de la edad gestacional y el peso neonatal, los resultados obtenidos en la muestra de 
estudio.   
Tabla 25. Edad gestacional y peso neonatal de recién nacidos humanos y babuinos.  
 
Modelo Variable Media D.T Intervalo de confianza del 95% 
Humano 
(N: 5.786) 
Edad gestacional 
(días de embarazo) 271,84 8,9 271,2 272,4 
Babuino 
(N:49)    
Edad gestacional 
 (días post fecundación) 180,48 5,61 178,17 182,79 
Humano  (N: 5.786) Peso neonatal (Kg) 3,42 0,4 3,41 3,43 
Babuino  (N:49)    Peso neonatal  (Kg) 0,90 0,11 0,86 0,94 
 
Figura 53. Distribución, en diagrama de cajas, de las variables peso 
neonatal y edad gestacional tanto en humanos, como en babuinos 
Humano Babuino 
EDAD GESTACIONAL (días)
300
290
280
270
260
250
240
 EDAD GESTACIONAL (días)
200
190
180
170
160
 
PESO NEONATAL (Kg)
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00
PESO NEONATAL (Kg)
1.6
1.4
1.2
1.0
.8
.6
.4
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5.5.1.5.  Evolución de la curva de crecimiento ponderal  de recién nacidos babuinos a 
término durante el primer semestre de vida postnatal 
Con el objetivo de conocer el desarrollo ponderal de los recién nacidos babuinos a 
término, durante los primeros seis meses de vida postnatal, se analizó mensualmente el peso 
neonatal (Kg), hasta el sexto mes de vida, en los 49 babuinos descritos en el estudio anterior y 
que se representan en la figura 55.  
Las curvas de crecimiento ponderal no fueron diferentes en función del sexo neonatal 
(Figura 56). 
Ambas curvas, serían útiles para controlar la evolución ponderal de los recién nacidos 
babuinos en los que se han realizado experimentos de trasplante in utero de células madre 
hematopoyéticas humanas durante el periodo fetal.   
 
Figura 54. Correlación entre el peso neonatal y la edad gestacional en 49 recién nacidos babuinos 
pertenecientes a la colonia de la Universidad de Oklahoma. 
Edad gestacional (días post-fecundación)
200190180170
Pe
so
 N
eo
na
ta
l (
Kg
)
1.6
1.4
1.2
1.0
.8
.6
 
Peso neonatal de babuino (Kg) = 0.008 x edad gestacional (días postfecundación)-0,52; R2: 23%, p <0,03. 
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Figura 55. Curva de crecimiento mensual, durante los primeros seis meses de vida postnatal, en 49 
babuinos recién nacidos a término en la colonia de Oklahoma.  
 
 
 
Figura 56. Curvas de crecimiento mensual durante los primeros seis meses de vida postnatal en 
función del sexo neonatal (25 hembras y 24 varones). No se encontraron diferencias (p: 0,23)  
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5.5.1.6.  Optimización del análisis citogenético en las células procedentes del líquido 
extracelómico extraído de babuinos gestantes alrededor del día 40 postfecundación 
Se realizó el análisis citogenético de las células procedentes del líquido extracelómico, 
extraído por celocentesis ecoguiada, en 9 babuinos gestantes, entre 36 y 44 días 
postfecundación. Para ello, se incubaron dichas células en dos condiciones diferentes de 
cultivo: (A) placas de 96 pocillos de fondo en “U” con 1 ml de medio de cultivo Amniomax 
(solución comercial que habitualmente se emplea para el cultivo de los amniocitos) y 1 ml de 
medio de cultivo para fibroblastos (N:4), y en (B) placas de cultivo de 24 mm x 30 mm con 1 
ml de medio de cultivo Amniomax (N:5). Las células se cultivaron, en ambas condiciones, 
hasta obtener un número suficiente de células en metafase para poder realizar los estudios 
cromosómicos, de acuerdo a los estándares del American College of Medical Genetics 
(www.acmg.org).  
De los 9 animales incluidos en el procedimiento, se produjeron 3 abortos, todos ellos 
dentro del grupo en el que se realizó el abordaje de forma transvaginal, entre las 24 y 72 horas 
posteriores a la realización del procedimiento. Del resto de los animales, 4 nacieron a término, 
con resultados perinatales dentro de la normalidad, según los normogramas de la institución. 
En el momento de la escritura de esta Memoria, el resto de las gestaciones se encontraban en 
curso, alrededor de los 120 días de gestación (a término: 180 días), sin presentar ningún tipo 
de complicación. No se observaron complicaciones materno-embriorarias. La media ± D.T. de 
volumen de líquido extracelómico extraído y de tiempo de cultivo necesario para la 
realización de los estudios cromosómicos, fue de 1,85±0,3 ml  y 18,8±1,8 días, 
respectivamente. La tasa de éxito del cultivo fue del 50% cuando la celocentesis se realizó por 
vía transvaginal, y del 100% cuando se realizó por vía transabdominal. En la tabla 26 se 
describe el volumen de líquido extracelómico extraído, la vía de abordaje para la realización 
de la celocentesis, el tamaño de la aguja utilizada, las condiciones y los días de cultivo 
necesarios para realizar el análisis citogenética, así como el resultado del cariotipo y la 
evolución de los embarazos.  
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Tabla 26. Resultados del análisis citogenético de las células del líquido extracelómico, extraído por 
celocentesis ecoguiada en 9 babuinos gestantes alrededor del día 40 postfecundación.  
 
Animal 
LEC 
(ml) 
Abordaje 
(Tamaño de la 
aguja) 
Condiciones de  
cultivo Días 
Cariotipo y 
evolución 
5906 2 
Transvaginal 
(18G) 
A 20 
42,XY 
Vivo y sano 
 
6038 2 
Transvaginal 
 (18G) 
A - 
Fallo  
Aborto 
5907 2 
Transvaginal 
 (17G) 
A - 
Fallo  
Aborto  
6111 2 
Transvaginal 
 (18G) 
A 20 
42,XX 
Aborto 
 
2685 2 
Transabdominal 
(20G) 
B 18 
42,XX 
Vivo y sano 
 
6145 2 
Transabdominal 
 (20G) 
B 20 
42,XY 
Vivo y sano 
 
6762 1,5 
Transabdominal 
 (20G) 
B 16 
42,XX 
Vivo y sano 
 
2997 2,5 
Transabdominal 
 (20G) 
B - 
Fallo 
En curso 
 
X894 1 
Transabdominal 
 (20G) 
B - 
Fallo 
En curso 
 
(A) 1 ml de medio de cultivo Amniomax  + 1 ml de medio de cultivo para fibroblastos  (B) 1 ml de medio de 
cultivo Amniomax. 
En los estudios cromosómicos, a partir de las células del líquido extracelómico de uno 
de los animales (nº 6145), se confirmó el cariotipo del babuino (42 cromosomas: 20 pares de 
autosómas y 1 par sexual). Localizados en relación al ideograma humano estándar, de acuerdo 
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a las indicaciones del American Collegue of Medical Genetics, no se identifican pares 
cromosómicos similares al 14 y 22 humanos (Figura 57). 
Figura 57. Cariotipo (42,XY) del animal nº 6145, obtenido a partir  de las células del líquido 
extracelómico.   
 
 
5.5.1.7.  Determinación de la concentración de hormonas y citocinas en sangre materna 
y líquido extracelómico extraído de babuinos gestantes alrededor del día 40 
postfecundación 
Se realizó un análisis de la concentración de las hormonas: 17 α hidroxi-progesterona, 
cortisol, estradiol, β-HCG libre, inhibina A, progesterona y prolactina,  y las citocinas: IL-3, 
IL- 6,  IL-7 e IL-12, en las muestras de líquido extracelómico  y sangre materna, de forma 
pareada, mediante un ensayo ELISA de alta sensibilidad. En la tabla 27 se describe la media 
de las moléculas detectadas, de forma pareada, tanto en sangre materna, como en  líquido 
extracelómico, en 3 animales. Se observó que la media de concentración del cortisol, la 
prolactina, el IGFBP-3 y el IGF-II, era muy superior en sangre materna respecto a la 
concentración presente en el líquido extracelómico. De las moléculas que presentan mayor 
concentración en líquido extracelómico, únicamente, la  media de concentración de la 17 α 
hidroxi-progesterona representó más del doble, respecto a  la presente en sangre materna 
(Figura 58).  
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Tabla 27. Hormonas y citocinas en sangre materna y líquido extracelómico, en 3 animales.  
Moléculas Unidades Sangre materna Líquido extracelómico 
17 α Hidroxi-progesterona ng/ml 0,86 3,57 
Cortisol µg/dl 14,37 1,57 
Estradiol pg/ml 75,93 268,00 
β-HCG libre ng/ml 0,01 0,02 
Progesterona ng/ml 5,27 50,23 
Prolactina ng/ml 8,63 1,07 
AFP IU/Ml 1,97 41123,00 
IGF-II µg/ml 1104,33 368,00 
IGFBP-3 µg/ml 4,50 0,87 
IL-6 pg/ml 0,27 2,30 
IL-7 pg/ml ND ND 
IL-12 pg/ml 32,60 ND 
AFP: Alfa-fetoproteína; HCG: human chorionic gonadotropin; IGF: Insulin-like growth factor; IGF: Insulin-like growth 
factor binding protein; IL: interleucina.  ND: No determinado. 
AFP: Alfa-fetoproteína; HCG: human chorionic gonadotropin; IGF: Insulin-like growth factor; IGF: Insulin-like 
growth factor binding protein; IL: interleucina.  ND: No determinado. 
Figura 58. Distribución del porcentaje del gradiente de concentración de las hormonas y citocinas entre 
el líquido extracelómico y la sangre materna, en babuinos gestantes alrededor de los 40 días 
postfecundación.  
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Basado en estos resultados, se agrupó para cada molécula la media de concentración 
obtenida en el estudio realizado, tanto en sangre materna, como en el líquido extracelómico, 
con las referidas en gestaciones humanas, descritas en las tablas 19, 20 y 21 en el apartado 
5.4 de resultados.  
No se encontraron referencias en la literatura de que la IGFBP-3, la IL-7 y la IL-2 
hubiesen sido medidas en gestaciones humanas. Respecto al resto de moléculas, a pesar de 
que algunas de ellas fueron medidas en distintas unidades, dependiendo del trabajo de 
procedencia, se encontró similitud en los gradientes de concentración entre ambos 
compartimentos, tanto en humanos, como en babuinos (Tabla 28 y Figura 59).  
Tabla 28. Hormonas y citocinas en sangre materna y líquido extracelómico, en gestantes babuinos, 
alrededor de los 40 días postfecundación. 
 
% (LEC-SM) % (SM-LEC) Moléculas Unidades SM LEC SM LEC Modelo Ref. 
17 α Hydroxyprogesterona ng/ml 0,86 3,57 315,12  Babuino  
17 α Hydroxyprogesterona nmol/l 16 33,3 51,95  Humano (188) 
Cortisol µg/dl 14,37 1,57  815,29 Babuino  
Cortisol nmol/l 441,7 33,3  1226,42 Humano (188) 
Estradiol pg/ml 75,93 268 71,67  Babuino  
Estradiol pg/ml 4448 26978 83,51  Humano (179) 
β-HCG libre ng/ml 0,01 0,02 50  Babuino  
β-HCG libre mIU/ml 48,2 1398 96,55  Humano (184, 185) 
Progesterona ng/ml 5,27 50,23 89,51  Babuino  
Progesterona pg/ml 69,7 877 92,05  Humano (179) 
Prolactina ng/ml 8,63 1,07  706,54 Babuino  
Prolactina IU/ml 709 371  91,10 Humano (196) 
AFP IU/ml 1,97 41123 100  Babuino  
AFP kIU/l 1,4 21816 99,9  Humano (154) 
IGF-II µg/ml 1104,33 368  200,09 Babuino  
IGF-II µg/l 687 199  245,22 Humano (193) 
IL-6 pg/ml 0,27 2,3 88,26  Babuino  
IL-6 pg/ml 40 87,5 54,28  Humano (180) 
IGFBP-3 µg/ml 4,5 0,87  417,24 Babuino  
IL-7 pg/ml ND ND - - Babuino  
IL-12 pg/ml 32,6 ND - - Babuino  
AFP: Alfa-fetoproteína; HCG: human chorionic gonadotropin; IGF: Insulin-like growth factor; IGF: Insulin-like 
growth factor binding protein; IL: interleucina.  ND: No determinado. SM: sangre Materna y LEC: líquido 
extracelómico. 
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Figura 59. Distribución del porcentaje de gradiente de concentración de las hormonas y citocinas 
entre el líquido extracelómico y la sangre materna, en babuinos gestantes alrededor de los 40 días 
postfecundación, y en gestantes humanas durante el primer trimestre.  
 
AFP: Alfa-fetoproteína; HCG: human chorionic gonadotropin; IGF: Insulin-like growth factor; IGF: Insulin-like 
growth factor binding protein; IL: interleucina.  ND: No determinado. 
 
5.5.1.8.  Determinación de la concentración de hormonas y citocinas en sangre materna 
de babuinos gestantes alrededor del día 40 postfecundación antes y después de la 
celocentesis. 
Finalmente se realizó un análisis de la concentración de las hormonas: 17 α hidroxi-
progesterona, cortisol, estradiol, β-HCG libre, inhibina A, progesterona y prolactina, en las 
muestras de sangre materna, de forma consecutiva, antes y después de la celocentesis 
ecoguiada, en 7 babuinos gestantes entre 36 y 44 días postfecundación, mediante un ensayo 
ELISA de alta sensibilidad. No se observaron complicaciones materno-embrionarias. Tres de 
los fetos nacieron a término, y los cuatro animales restantes continuaron su embarazo más allá 
de los 120 días de gestación, con controles ecográficos normales. En la tabla 29 se describen 
los resultados de cada una de las moléculas en media (D.T.) y valor mínimo y máximo, en 
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base al momento de extracción.  Únicamente, se encontraron diferencias en la concentración 
de progesterona y prolactina entre ambos momentos (p<0,05).  
Estos resultados podrían ser útiles para: controlar los posibles cambios resultantes en 
gestaciones que aborten tras la celocentesis, conocer si el trasplante in utero produce cambios 
en el ambiente hormonal.   
 
Tabla 29. Concentración de las distintas hormonas en sangre materna antes y después de la celocentesis, 
realizada en 7 babuinos gestantes entre 36 y 44 días postfecundación.  
 
Moléculas Unidades Momento Media (D.T.) Mínimo Máximo 
17 α Hidroxi-progesterona (ng/ml) Pre-celocentesis 1,76 (0,4) 0,62 2,6 
  Post-celocentesis 1,82(0,4) 1,01 3,03 
Cortisol (µg/dl) Pre-celocentesis 18,8 (4) 7,8 24,7 
  Post-celocentesis 21 (4) 14,7 31,8 
Estradiol (pg/ml) Pre-celocentesis 78 (28) 36,5 215 
  Post-celocentesis 84,6 (26,5) 38,4 208 
β-HCG libre (ng/ml) Pre-celocentesis 0,02(0,01) 0,02 0,03 
  Post-celocentesis 0,03(0,01) 0,02 0,03 
Progesterona * (ng/ml) Pre-celocentesis 6,6(1,3) 4,3 12 
  Post-celocentesis 12,2(3) 5,1 25,8 
Prolactina* (ng/ml) Pre-celocentesis 7,55(1,5) 4,7 11,1 
  Post-celocentesis 24,5(35) 11,9 37,9 
HCG: human chorionic gonadotropin  * Test de Wilcoxson para pruebas pareadas  (p<0,05). 
 
En resumen, basados en los hallazagos ecográficos, biométricos, hematológicos y 
bioquímicos, el modelo babuino se convierte en un excelente sustituto del humano, para los 
estudios de diagnóstico prenatal, fisiología y fisiopatología durante el periodo gestacional.  
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5.. 6..   Trass pll antt e  de  céll ull ass   madre  hematt opoyétt ii cass   CD34+  procedentt ess   de  ll a  
ss angre  dell   cordón  umbii ll ii call   de  recii én  nacii doss   humanoss   a  embrii oness   
preii nmuness   víí a  cell ocentt ess ii ss   ecoguii ada  
5.6.1. Control de los parámetros ecográficos gestacionales antes y después de la 
celocentesis 
 En el protocolo de estudio de los animales de experimentación se explican todos y 
cada uno de los procedimientos necesarios, que se siguieron para llevar a cabo el trasplante de 
células madre hematopoyéticas hCD34+ en el espacio extracelómico de los babuinos 
gestantes (Ver anexo: protocolo de estudio en animales de experimentación).  Por otra parte, 
basados en los resultados desfavorables tras realizar celocentesis por abordaje transvaginal, 
(ver tabla 26 del apartado 5.5.1.6 de resultados), todas la celocentesis siguientes se realizaron 
por vía transabdominal mediante la técnica de doble operador.   
 Antes de realizar la celocentesis, todos los animales fueron evaluados ecográficamente 
con el objetivo  de: 
1. Diagnosticar el estado de la gestación, tras la visualización del saco gestacional, el 
embrión y el latido cardíaco embrionario.  
2. Datar la gestación a través de los parámetros ecográficos embrionarios y 
extraembrionarios, siguiendo las curvas de normalidad previamente publicadas. 
3. Localización del espacio extracelómico, y punto de entrada del catéter.  
 Tras preparar el punto de punción transabdominal, se procedió a realizar la 
celocentesis, con agujas de 20-22 g, y siempre bajo control ecográfico. No se observaron 
complicaciones materno-embrionarias inmediatamente después del procedimiento, se evaluó 
exhaustivamente el estado de la gestación, se registró la frecuencia cardíaca, se localizaron las 
células trasfundidas, se comprobó la integridad de la membrana amniótica y vitelina, y se 
descartó la aparición de sangrado tras la punción.  
Al cabo de 24 horas, en uno de los embriones no logró detectarse el latido cardíaco y 
tras un examen ecográfico detallado, a excepción de la ausencia del latido, no se observó 
ningún signo que hiciera sospechar la posibilidad de traumatismo posterior a la punción, las 
variables fueron concordantes con las del día anterior, no se encontraron diferencias con el 
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resto de los animales estudiados, y no se observó evidencia ecográfica de daño embrionario o 
extraembrionario (Tabla 30).  
Al cabo de 72 horas, la visualización del latido cardíaco embrionario estuvo a cargo 
del personal especializado de la Universidad de Oklahoma, quienes diagnosticaron la ausencia 
de latido cardíaco en otro de los casos. Ambas gestaciones interrumpidas abortaron al cabo de 
96 horas. De los casos restantes, se obtuvieron tres recién nacidos a término (dos hembras y 
un macho), dos de ellos atendidos por cesárea y uno por vía vaginal, y otras tres gestaciones 
continuán su embarazo más allá de los 120 días de gestación, con controles ecográficos  
normales, en el momento en el que se escribe esta Memoria.  
En general, a pesar de que se encontró cerca de un 10% de incremento en la media de 
la frecuencia cardíaca embrionaria a las 24 y 72 horas después del procedimiento, en 
comparación con el momento anterior a la celocentesis, esta diferencia no fue significativa (p: 
0,08), ni se encontraron cambios en el resto de los parámetros antes o después de la 
celocentesis (p> 0,05)  
Tabla 30. Datos ecográficos obtenidos en el periodo previo, inmediatamente posterior y 24 horas después 
de la celocentesis, en los 8 animales en los que se trasplantaron células hCD34+. Se describe la media y la 
desviación típica  para cada una de las variables estudiada. 
 
Frecuencia cardíaca fetal 
  
Edad 
  
LCC 
Diámetro 
Medio 
del S.G.  
Diámetro 
Medio 
 del S A.  
Diámetro 
Medio 
 del S. V  Pre Post 
24 
Horas   
Animal (días) (mm) (mm) (mm) (mm) (lpm) (lpm) (lpm) 
  
Placenta 
XCR5 36 12,90 31,97 11,77 3,60 149 153 ND Post 
C1396 44 18,00 37,10 20,27 5,30 149 179 181 Post 
XCR4 39 16,60 29,33 16,77 3,90 181 162 168 Post 
024 44 13,90 29,00 14,03 3,65 158 169 188 Fundus 
CR963 37 17,40 25,60 18,77 4,35 139 158 181 Post 
S104 38 23,00 28,03 21,73 5,50 160 170 169 Post 
T88009 36 20,30 29,47 20,10 5,15 166 171 168 Ant 
PC9502 42 25,50 37,27 26,20 4,45 149 179 181 Fundus 
Media 39,50  18,50 30,97 18,73 4,50 156 165 175   
D.T 3,40 4,30 7,67 6,17 0,80 13 12 11   
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5.6.2. Inyección de las células madre hematopoyéticas CD34+ procedentes de la sangre 
del cordón umbilical de recién nacidos humanos a embriones preinmunes vía 
celocentesis ecoguiada 
 Tras el control ecográfico inicial, y una vez preparados el punto de punción y las 
células humanas a inyectar, se  procedió a realizar la celocentesis ecoguiada, en cada uno de 
los animales. Basados en el hecho de que el grupo sanguíneo de los babuinos es 0 Rh-, se 
utilizaron células hCD34+ de un grupo sanguíneo distinto, y siempre Rh+. En un 37,5 % de 
los casos se utilizaron células hematopoyéticas (CD34+) del grupo 0 Rh+, en otro 37,5% de 
los animales se emplearon células del grupo A Rh+, y en el 25% restante se inyectaron células 
del grupo B Rh+ (Tabla 31). 
En relación al número de células madre hematopoyéticas utilizadas, en un 62,5% de 
los casos se inyectaron 2,5 x 105 células, en un 25% de los mismos se inyectaron 5 x 105 
células, y en el 12,5% restante se inyectaron 1 x 105 células. En todos los casos las células se 
introdujeron diluidas en un tampón salino (PBS), a excepción de uno de los casos, en que se 
inyectaron 2,5 x 105 células en el medio de cultivo con los factores de crecimiento 
hematopoyéticos utilizados para la expansión ex vivo. Un 75% de las células madre 
hematopoyéticas habían sido previamente expandidas ex vivo, y en un 50% del total de los 
casos, las muestras habían sido deplecionadas de la subpoblación celular CD3+ (Tabla 31). 
Tabla 31. Características de las células madre hematopoyéticas inyectadas en cada animal, ordenadas en 
función del grupo sanguíneo utilizado.  
 Características de las células inyectadas 
Animal 
Edad  
(Días) 
Grupo 
sanguíneo  
Nº total de células 
inyectadas 
Células 
expandidas ex 
vivo 
Depleción de 
las células 
CD3+ 
XCR5 36 B+ 2,5x105  + - 
C1396 44 B+ 2,5x105 + + 
XCR4 39 A+ 5x105  + - 
024 44 A+ 1x105  - - 
CR963 37 A+ 5x105 + + 
S104 38 0+ 2,5x105 - - 
T88009 36 0+ 2,5x105 + + 
PC9502 42 0+ 2,5x105 + M.C + FC + + 
MC: Medio de Cultivo (RPMI-1640 suplementado con 10% de FBS); FC: Factores de Crecimiento (25 ng/ml de 
Stem Cell Factor (SCF), 25 ng/ml de FLT-3 Ligando, 10 ng/ml de Trombopoyetina (TPO), 10 ng/ml de IL-6.) 
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Se analizaron por citometría de flujo las características fenotípicas de las 
subpoblaciones de células inyectadas en cada animal.  En los casos en los que no se realiza 
depleción de las células CD3+, se describe el porcentaje de células madre hematopoyéticas 
(progenitora CD34+), células CD3+, linfocitos T inmaduros, células NK, linfocitos T CD4+ 
activados, y linfocitos T CD8+ activados (Figura 60).  En los casos en los que se realizó 
depleción de las células CD3+, el fenotipo celular se recoge en el apartado 1.1.5 de esta 
sección de resultados, en las muestras a, c, d y f. (ver figura 38 del apartado 5.2.2). No pudo 
realizarse el estudio fenotípico en las células inyectadas en el animal S104, debido a que no se 
dispuso de un número de células suficientes.  
Basados en estos datos, y suponiendo que a los 40 días el embrión tiene una medida de 
20 mm, se realizó una estimación de la cantidad de células madre hematopoyéticas 
trasplantadas, en relación al peso embrionario fetal estimado. Este último, se calculó según los 
datos de O´Rahilly (113, 202), quien señala que, para embriones humanos de una longitud 
cráneo-caudal de 50 mm, el peso es de 8 gramos. Aunque se desconoce el peso real para 
embriones con un LCC de 20 mm, se supone que el rango elegido  esta en el 50% de peso 
(0,004 Kg.) (Tabla 32) 
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Figura 60. Fenotipo celular de las células inyectadas en 3 de los animales (por orden 024, XCR4 y XCR5).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Re
su
lta
do
s 
 
12
3
 Ta
bl
a 
32
. R
es
um
en
 d
e 
lo
s d
at
os
 r
ef
er
id
os
 a
 c
ad
a 
un
o 
de
 lo
s a
ni
m
al
es
 a
 lo
s q
ue
 se
 tr
as
pl
an
ta
ro
n 
cé
lu
la
s m
ad
re
 h
em
at
op
oy
ét
ic
as
 v
ía
 c
el
oc
en
te
si
s. 
  
A
ni
m
al
 
N
º t
ot
al
 d
e 
cé
lu
la
s 
Ed
ad
  
(d
ía
s)
 
M
ue
st
ra
 
%
 
cé
lu
la
s 
C
D
34
+ 
N
º t
ot
al
 d
e 
cé
lu
la
s C
D
34
+ 
in
ye
ct
ad
as
 
N
º t
ot
al
 d
e 
cé
lu
la
s 
C
D
34
+ 
in
ye
ct
ad
as
/K
g 
de
 
pe
so
 e
m
br
io
na
ri
o 
es
tim
ad
o 
%
 
cé
lu
la
s 
C
D
3+
 
N
º t
ot
al
 d
e 
cé
lu
la
s C
D
3+
 
in
ye
ct
ad
as
 
N
º t
ot
al
 d
e 
cé
lu
la
s 
C
D
3+
 
in
ye
ct
ad
as
/K
g 
de
 
pe
so
 e
m
br
io
na
ri
o 
es
tim
ad
o 
Ev
ol
uc
ió
n 
X
C
R
5 
2,
5x
10
5  
36
 
(F
ig
ur
a 
60
) 
64
,3
 
1,
6 
x 
10
5  
40
 x
 1
06
 
11
,3
 
28
25
0 
7,
1 
x 
10
6  
A
bo
rto
 
C
13
96
 
2,
5x
10
5  
44
 
c 
(F
ig
ur
a 
38
) 
68
 
1,
7 
x 
10
5  
43
 x
 1
06
 
0,
02
 
50
 
13
00
0 
G
es
ta
ci
ón
 e
n 
cu
rs
o 
X
C
R
4 
5x
10
5  
39
 
(F
ig
ur
a 
60
) 
67
 
3,
4 
x 
10
5  
84
 x
 1
06
 
12
 
60
00
0 
15
 x
 1
06
 
A
bo
rto
 
02
4 
1x
10
5  
44
 
(F
ig
ur
a 
60
) 
73
 
0,
7 
x 
10
5  
18
 x
 1
06
 
10
 
10
00
0 
2,
5 
x 
10
6  
N
ac
id
o 
C
R
96
3 
5x
10
5  
37
 
f (
Fi
gu
ra
 3
8)
 
76
 
3,
8 
x 
10
5  
95
 x
 1
06
 
0,
01
 
50
0 
12
00
00
 
G
es
ta
ci
ón
 e
n 
cu
rs
o 
S1
04
 
2,
5x
10
5  
38
 
N
D
  
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
D
 
N
ac
id
o 
T8
80
09
 
2,
5x
10
5  
36
 
a 
(F
ig
ur
a 
38
) 
73
 
1,
8 
x 
10
5  
46
 x
 1
06
 
0,
01
 
25
 
63
00
 
N
ac
id
o 
PC
95
02
 
2,
5x
10
5  
42
 
d 
(F
ig
ur
a 
38
) 
71
 
1,
8 
x 
10
5  
44
 x
 1
06
 
0,
01
 
25
 
63
00
 
G
es
ta
ci
ón
 e
n 
cu
rs
o 
M
ed
ia
 
3x
10
5  
39
,5
 
- 
70
,3
 
2,
1 
x 
10
5  
53
 x
 1
06
 
- 
11
77
0 
(M
ed
ia
na
) 2
,5
 x
 1
06
 
- 
D
.T
. 
1,
3 
3,
3 
- 
4 
1 
x 
10
5  
26
 x
 1
06
 
- 
24
00
0 
- 
- 
N
D
: n
o 
de
te
rm
in
ad
o;
 D
.T
: d
es
vi
ac
ió
n 
típ
ic
a.
 
  
Resultados 
 124
5.6.3. Inyección secuencial, durante primer y segundo trimestre, de hCD34+ para 
determinar tolerancia al xenotrasplante.  
En uno de los animales en los que previamente se transfundieron células hCD34+ vía 
celocentesis transabdominal, se volvieron a trasplantar in utero, y procedentes de la misma 
muestra inyectada a los 36 días postfecundación, 3,5x105 células humanas CD34+ CD3-, a los 
111 días postfecundación, a nivel de la porción intrahepática de la vena umbilical por punción 
ecoguiada. Previamente, se registraron los parámetros biométricos fetales, la frecuencia 
cardíaca fetal, y se localizó el lugar exacto para realizar la punción. Utilizando la fórmula de 
Handlock (167) para la estimación del peso neonatal en humanos, se calculo el peso fetal 
estimado en el babuino y así conocer el número de células/Kg que se inyectan. 
Inmediatamente después del procedimiento, evaluó de forma exhaustiva el estado de la 
gestación, la frecuencia cardíaca fetal, así como la superficie hepática y uterina en el lugar de 
la punción, para descartar cualquier lesión vascular. No se observaron complicaciones 
maternas-fetales tras el procedimiento. Al cabo de 24 y 72 horas la valoración ecográfica de la 
gestación fue favorable (Tabla 33 y 34 y Figura 61).  
Para conocer el estado hematológico del animal, y basados en los resultados obtenidos 
en el apartado 5.5.1.3 de resultados, se realizaron hemogramas seriados previos, 24 horas 
después del procedimiento, controlando las variables mediante el intervalo de confianza del 
95% para la media de valores en humanos sanos, no encontrándose cambios relevantes en los 
valores del hemograma de los animales (Tabla 35). 
Finalmente, se analizaron las características fenotípicas de las células que se 
inyectaron (ver muestra a y b en la figura 38 del apartado 5.2.2), así como del número de 
células por kilogramo de peso fetal estimado (Tabla 36). 
 
Tabla 33. Características de las células inyectadas a los 36 y 110 días postfecundación. 
 
 Características de las células inyectadas 
Animal 
Edad  
(Días) 
Grupo 
sanguíneo Número de célullas  
Células 
expandidas ex 
vivo 
Depleción de 
las  CD3+ 
T88009 36 0+ 2,5x 05  + + 
T88009 110 0+ 3,5x105  + + 
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Tabla 34. Parámetros biométricos tras valoración ecográfica a los 36 y 111 días de gestación.   
 
36 Días 111 Días 
FCF según momento del 
trasplante (lpm) 
Animal 
LCC 
(mm) 
DBP 
(mm) 
CC 
 (mm) 
CA 
(mm) 
LF 
(mm) 
PFE 
(gr) 
Pre  Post 24 horas 
T88009 20,3 43 211 180 35 468 139 149 176 
LCC: longitud cráneo-caudal; DBP: diámetro bi-parietal; CC: circunferencia cefálica; CA: circunferencia abdominal; LF: 
longitud femoral; PFE: peso fetal estimado y  FCF: frecuencia cardíaca fetal 
 
Figura 61. Ficha Ecográfica a los 111 días postfecundación, momento en el que se inyectan células 
hCD34+ CD3- en la porción intrahepática d ela vena umbilical fetal. 
 
Punción de la porción intrahepática de la vena 
umbilical 
Punción de la porción intrahepática de la vena 
umbilical inyección de células hCD34+ 
  
Latido cardiaco postpunción Latido cardiaco 24 horas postpunción 
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Tabla 35. Resultados de los hemogramas realizados, antes y después del trasplante de células madre 
hematopoyéticas, a los 110 días después de la fecundación. 
 
Variable Antes Después Unidades Valores de referencia en humanos (95% I.C.) 
Leucocitos 8,0 9,3  103/UL 4.8 10.8 
Eritrocitos 4,03 4,62 106/UL 4.2 6.1 
Hemoglobina 11,3 12,9 g/dL 12 18 
Hematocrito 34,7 39,9 % 37 52 
Volumen corpuscular medio 86,1 86,5 fL 80 99 
Hemoglobina corpuscular media 28,0 27,9 pg 27 31 
Plaquetas 273 319 103/UL 130 400 
Volumen plaquetario medio 10,0 9,2 fL 7 11 
% neutrófilos 83,5 84,2 % 43 65 
% linfocitos 14,1 12,3 % 20.5 45.5 
% monocitos 0,6 0,7 % 5.5 11.7 
% eosinófilos 1,8 1,7 % 0.9 2.9 
% basófilos 0,3 1,1 % 0.3 1 
Nº de neutrófilos 6,8 10,2 103/UL 1.3 7.3 
Nº de linfocitos 1,1 1,5 103/UL 0.4 5.1 
 
Tabla 36. Características fenotípicas de las células inyectadas.  
Nº total 
de 
células 
Edad 
(días) 
PFE 
(Kg) 
% 
células 
CD34+ 
Nº total de 
CD34+ 
inyectadas 
Nº CD34+ 
inyectadas /Kg 
de PFE 
% 
células 
CD3+ 
Nº total de 
CD3+  
inyectadas 
Nº total de 
CD3+ 
inyectadas/Kg 
de PFE 
2.5 x 105 36 0.004 73 1.8 x 105 46 x 106 0.01 25 6300 
3.5 x 105 111 0.47 78 2.7 x 105 0,6 x 106 0.01 35 74  
PEF: peso estimado fetal. 
5.6.4. Sustitución del líquido extracelómico por medio de cultivo y factores de 
crecimiento hematopoyéticos para facilitar la expansión in vivo de las células 
madre hematopoyéticas.  
En dos animales se extrajeron 1,5 y 3 ml, respectivamente, de líquido extracelómico, 
mediante celocentesis ecoguiada. Inmediatamente después, se inyectó en el espacio 
extracelómico, el volumen equivalente extraído, de medio de cultivo con los factores 
hematopoyéticos utilizados para expandir ex vivo las  células madre hematopoyéticas (RPMI-
1640 suplementado con 10% de FBS + factores de crecimiento: 25 ng/ml de Stem Cell Factor 
(SCF), 25 ng/ml de FLT-3 Ligando, 10 ng/ml de Trombopoyetina (TPO) y 10 ng/ml de IL-6) 
(ver apartado 4.3.4.1 de la sección de sujetos a estudio y métodos).  
Previamente, se registraron los parámetros biométricos fetales y, tras la celocentesis, 
se evaluó de forma exhaustiva el estado de la gestación, para descartar cualquier tipo de 
complicación. En el animal al que se le extrajeron 3 ml de líquido, se observó la formación de 
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un hematoma subcoriónico de 0,8 x 0,9 mm. No se encontraron complicaciones maternas tras 
la celocentesis. Nuevamente, a las 24 y 72 horas del procedimiento, se realizó una valoración 
ecográfica del estado gestacional que, en ambos casos, fue favorable. El hematoma 
subcoriónico no aumentó de tamaño, ni se observó sangrado vaginal materno.  
Tabla 37.  Resumen de las características del experimento.  
 
Animal Edad (días) 
Volumen de líquido 
extracelómico extraido Características del medio inyectado Evolución 
PC9502 42 1,5 ml 1,5 ml MEDIO + FC + 2,5 x 10
5 + 
hCD34+CD3- 
Gestación en 
curso 
6301 38 3 ml 3 ml MEDIO + FC Gestación en curso 
MEDIO: RPMI-1640 suplementado con 10% de FBS FC: 25 ng/ml de Stem Cell Factor (SCF), 25 ng/ml de FLT-3 Ligando, 
10 ng/ml de Trombopoyetina (TPO) y 10 ng/ml de IL-6) 
5.6.5. Riesgo de Aborto tras xenotrasplante in utero: Importancia del grupo sanguíneo, 
del número de células hCD34+ trasfundidas y de la depleción de células CD3+ 
Como consecuencia del aborto de dos de los animales, dentro de las 96 horas 
siguientes al trasplante de las células hCD34+, y dado a que no se observaron complicaciones 
maternas, ni signos ecográficos que hicieran sospechar cualquier lesión tras el procedimiento, 
se valoraron otras posibles causas que podrían haber sido determinantes en la pérdida de la 
gestación.   
1. Carga antigénica del grupo sanguíneo de las células hCD34+ inyectadas. 
2. Efecto del número de células hCD34+ inyectadas. 
3. Efecto de la expansión ex vivo de las células hCD34+, y la posterior depleción de 
células CD3+, previa a la inyección. 
4. Influencia de los linfocitos T y células NK (porcentaje del fenotipo celular) en 
las células hCD34+ inyectadas. 
5.6.5.1.  Importancia de la carga antigénica del grupo sanguíneo de las hCD34+ 
inyectadas en el riesgo de aborto. 
A pesar de la ventaja de haber introducido células de grupo sanguíneo distinto para 
poder detectarlas posteriormente en caso de que se lograra el injerto, la introducción de 
células con carga antigénica diferente, pudo ser determinante en el posible rechazo entre las 
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células del donante y del receptor.  En la tabla 38 se describe el grupo sanguíneo de cada una 
de las muestras empleadas por cada animal, y la evolución final de la gestación. El análisis de 
los resultados puso de manifiesto que no existió relación entre los abortos y el grupo 
sanguíneo de las células introducidas; ya que muestras del mismo grupo sanguíneo (ARh+ y 
BRh+) fueron introducidas en otros animales, y los embarazos fueron viables. 
Tabla 38. Datos referidos a cada uno de los animales a los que se trasplantaron células madre 
hematopoyéticas en función del grupo sanguíneo. 
 
Animal Edad (días) Grupo sanguíneo Evolución 
XCR5 36 B+ Aborto 
C1396 44 B+ En curso 
XCR4 39 A+ Aborto 
024 44 A+ Nacido 
CR963 37 A+ En curso 
S104 38 0+ Nacido 
T88009 36 0+ Nacido 
PC9502 42 0+ En curso 
 
5.6.5.2.  Importancia del número de células hCD34+ inyectadas en el riesgo de aborto 
En la tabla 39 se describe el número de células hCD34+ introducidas en cada animal. 
El análisis de los resultados puso de manifiesto que no existe relación entre los abortos y el 
número de células introducidas; dosis similares (2,5x 105  y 5x105) de células hCD34+ fueron 
introducidas en otros animales y los embarazos fueron viables. 
Tabla 39. Datos referidos a cada uno de los animales a los que se trasplantaron células madre 
hematopoyéticas en función del grupo sanguíneo y el número de células inyectadas. 
 
Animal 
Edad 
(días) 
Grupo sanguíneo Nº total de células  hCD34+ inyectadas (N x 105) Evolución 
XCR5 36 B+ 2,5  Aborto 
C1396 44 B+ 2,5  En curso 
XCR4 39 A+ 5  Aborto 
024 44 A+ 1  Nacido 
CR963 37 A+ 5  En curso 
S104 38 0+ 2,5  Nacido 
T88009 36 0+ 2,5  Nacido 
PC9502 42 0+ 2,5 En curso 
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5.6.5.3.  Importancia de la expansión ex vivo de las células hCD34+ y la depleción de 
células CD3+ previo a la inyección de células en el riesgo de aborto 
Como se ha demostrado en la tabla 16 del apartado 5.2.1 de esta seccion de 
resultados, las células hCD34+ expandidas ex vivo, incrementan su número en cerca de 10 
órdenes de magnitud al cado de 14 días de cultivo, hecho que se acompaña de la pérdida de la 
expresión del antígeno CD34 en el 78 % de las células. Se encontró además, que a pesar de 
estos resultados, tras una nueva selección de las células que expresan CD34+, por MACS, al 
cabo de 21 días de incubación, se obtenían finalmente, cerca de 5 ordenes de magnitud 
superiores, respecto al número de células hCD34+ con las que se iniciaban el cultivo.  
El marcador o antígeno de superficie CD3, es un marcador característico de células 
linfoides (linfocitos T, en su mayoría, células NK, células del sistema monocito-macrófago). 
La presencia de estas células, en el pool de células trasplantadas, se ha relacionado con 
incremento del rechazo entre el donante y el receptor (203, 204). Para controlar este factor, se 
deplecionó la subpoblación de células CD3+ de las alícuotas de células hCD34+ que fueron 
inyectadas.  
En la tabla 40 se describen las características de las células trasplantadas, en relación 
a la expansión ex vivo de la muestra, y la presencia de células CD3+. El análisis de los 
resultados, puso de manifiesto que la expansión, sin depleción de las células CD3+, fue el 
criterio común entre los casos de abortos. Para conocer el fenotipo de las células inyectadas 
en cada muestra, se analizó el porcentaje de células CD34+ y CD3+ por citometría de flujo. A 
pesar del reducido número de casos, para determinar diferencias significativas, se observó 
que, en aquellas gestaciones en las que se produjo el aborto, existía un porcentaje bajo en 
células CD34+ junto a un elevado porcentaje de CD3+ (Tabla 41) 
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Tabla 40. Datos referidos a cada uno de los animales a los que se trasplantaron células madre 
hematopoyéticas en función del grupo sanguíneo, el número de células inyectadas, haber expandido ex 
vivo las hCD34+ y/o deplecionado las células CD3+. 
 
Tabla 41. Datos referidos a cada uno de los animales a los que se trasplantaron células madre 
hematopoyéticas en función del número de células inyectadas y el porcentaje de células CD34+ y CD3+ 
hCD34+CD3+: Células CD34+ No Deplecionadas de células CD3+; hCD34+CD3-: Células CD34+ 
Deplecionadas de células CD3+; ND: No determinado 
 
5.6.5.4.  Importancia de las subpoblaciones de células linfocitos T y NK en el riesgo de 
aborto. 
Al igual que en el apartado anterior, se registró el porcentaje de las fracciones 
celulares que expresaban CD3, en particular los linfocitos T y las células NK de estirpe 
linfocítica, introducidas en cada animal. Dentro del conjunto de linfocitos T, se analizaron los 
Animal 
Edad 
(días) 
Grupo 
sanguíneo 
Nº total de células  
hCD34+ inyectadas  
(N x 105) 
Expansión  ex vivo (+/-) 
Depleción CD3+ Evolución 
XCR5 36 B+ 2,5  (+)  No deplecionadas Aborto 
C1396 44 B+ 2,5  (+)  Deplecionadas En curso 
XCR4 39 A+ 5  (+)   No deplecionadas Aborto 
024 44 A+ 1  (-)     No deplecionadas Nacido 
CR963 37 A+ 5  (+)  Deplecionadas En curso 
S104 38 0+ 2,5  (-)    No deplecionadas Nacido 
T88009 36 0+ 2,5  (+)   Deplecionadas Nacido 
PC9502 42 0+ 2,5 (+)   Deplecionadas En curso 
Animal 
Edad 
(días) 
Nº total de células  y fenotipo 
celular 
% células 
CD34+ 
% células  
CD3+ 
Evolución 
XCR5 36 2,5 x 105 hCD34+CD3+ 64,3 11,3 Aborto 
C1396 44 2,5 x 105 hCD34+CD3- 68 0,02 En curso 
XCR4 39 5 x 105 hCD34+CD3+ 67 12 Aborto 
024 44 1 x 105 hCD34+CD3+ 73 10 Nacido 
CR963 37 5 x 105 hCD34+CD3- 73 0,03 En curso 
S104 38 2,5 x 105 hCD34+CD3+ ND ND Nacido 
T88009 36 2,5 x 105 hCD34+CD3- 56 0,01 Nacido 
PC9502 42 2,5 x 105 hCD34+CD3- 71 0,001 En curso 
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linfocitos T inmaduros (CD2+), los linfocitos T CD4+ activados y linfocitos T CD8+ 
activados (ver tabla 8 del apartado 4.3.5). En la tabla 42 se describe el porcentaje de cada 
uno de los subgrupos celulares CD3+, y la evolución de la gestación tras el trasplante. Un 
porcentaje elevado de NK fue el factor común en aquellos casos de aborto.  
 
Tabla 42. Datos referidos a cada uno de los animales a los que se trasplantaron células madre 
hematopoyéticas en función del número de células inyectadas y el porcentaje de las subpoblaciones CD3+ 
hCD34+CD3+: Células CD34+ No Deplecionadas de células CD3+; hCD34+CD3-: Células CD34+ 
Deplecionadas de células CD3+; ND: No determinado 
Subpoblación celular CD3+ 
Animal 
Edad 
(días) 
Nº total de células  y 
fenotipo celular % Células 
CD4+ 
% Células 
CD8+ 
% Células T 
inmaduras 
% % 
Células 
NK 
Evolución 
XCR5 36 2,5 x 105 hCD34+CD3+ 0 0 0,3 9 Aborto 
C1396 44 2,5 x 105 hCD34+CD3- 0 0 0 0 En curso 
XCR4 39 5 x 105 hCD34+CD3+ 0 0 0,4 9,3 Aborto 
024 44 1 x 105 hCD34+CD3+ 0 0 0,1 3 Nacido 
CR963 37 5 x 105 hCD34+CD3- 0 0 0 0 En curso 
S104 38 2,5 x 105 hCD34+CD3+ ND ND ND ND Nacido 
T88009 36 2,5 x 105 hCD34+CD3- 0 0 0 0 Nacido 
PC9502 42 2,5 x 105 hCD34+CD3- 0 0 0 0 En curso 
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5.. 7..   Ess tt udii oss   neonatt all ess   y  tt écnii cass   para  ll a  dett eccii ón  de  quii merii ss mo  
humano-- babuii no,,   en  ll oss   anii mall ess   ss omett ii doss   a  tt rass pll antt e  de  céll ull ass   
madre  hematt opoyétt ii cass   hCD34+  
5.7.1. Resumen de las características clínicas perinatales. 
 Se analizan los resultados obtenidos en tres recién nacidos babuinos a los que se les 
había trasplantado in utero células hCD34+, vía celocentesis ecoguiada, alrededor de los 40 
días postfecundación. Basados en los normogramas de edad gestacional y peso neonatal para 
recién nacidos babuinos a término y sin complicaciones perinatales (ver tabla 25 y figura 53 
del apartado 5.5.1.4 de los resultados), se calcularon los percentiles de ambas variables para 
los tres neonatos.  A pesar de que dos de ellos fueron asistidos mediante cesárea, en relación a 
la edad gestacional y el peso neonatal, todos los recién nacidos se situaban dentro del 
intervalo de confianza del 95% para la media de cada variable calculada en la población 
control (Tabla 43).   
 Tabla 43. Resultados perinatales obtenidos de tres recién nacidos sometidos a trasplante in utero de 
células madre hematopoyéticas.  
 
Animal 
Vía del 
parto 
Sexo 
neonatal 
Edad gestacional 
(días 
postfecundación) 
Percentil de 
edad 
gestacional 
Peso 
neonatal 
(gramos) 
Percentil 
de peso 
neonatal 
Recien 
nacido 1 
Cesárea Hembra 175 p39 890 p35 
Recien 
nacidos 
2 
Parto 
vaginal 
Varón 181 p58 970 p78 
Recien 
nacido 3 
Cesárea Hembra 182 p78 1.020 p92 
 
5.7.2. Determinación del grupo sanguíneo mediante el test de aglutinación. 
El test de aglutinación permitió confirmar, en un total de 45 animales, de distinto sexo 
y edad, que el grupo sanguíneo fue siempre 0 Rh-. De esta forma, ante la posibilidad de lograr 
el injerto de células humanas de grupo sanguíneo distinto al del babuino, se podría realizar el 
diagnóstico de xenoquimerismo, mediante esta técnica. 
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5.7.2.1.  Determinación de la sensibilidad del test de aglutinación 
 Con el fin de determinar la sensibilidad del test de aglutinación para detectar el factor 
Rh, en el caso de que se estableciera una xenoquimera, se tomó sangre de los grupos 
sanguíneos 0 Rh- (animal) y 0 Rh+ (humano), y se realizaron diluciones seriadas (sangre 
factor Rh+ : sangre factor Rh-): 1:0; 1:1; 1:2; 1:5; 1:10; 1:20; 1:50; 1:100; 0:1. En función de 
los resultados obtenidos, se deduce que en los casos de formación de xenoquimeras, en las 
que las células humanas Rh+ representen un porcentaje igual o superior al 5%, el factor Rh+ 
puede ser detectable mediante el test de aglutinación (Tabla 44). 
 Tabla 44. Resultados de la sensibilidad del test de aglutinación. Se remarcan las diluciones en las que se 
no se detecta el factor Rh. 
 
Relación 
Rh+/Rh- 
1:0 1:1 1:2 1:5 1:10 1:20 1:50 1:100 0:1 
Factor Rh 
resultante 
Rh+ Rh+ Rh+ Rh+ Rh+ Rh+ Rh- Rh- Rh- 
 
Todas la células madre hematopoyéticas humanas trasplantadas fueron Rh+. En los 
tres neonatos a los que se les trasplantaron in utero células hCD34+, el grupo sanguíneo 
resultante fue 0 Rh-, lo que indica que en el caso de que se haya establecido xenoquimerismo 
este sería inferior al 5%.  
5.7.2.2.  Estudios citogenéticos 
 Los estudios citogeneticos realizados en 9 animales no trasplantados, de distinta edad 
y sexo, dieron un cariotipo resultante de 42 cromosomas (20 pares de cromosomas 
autosómicos más un par de cromosomas sexuales). A diferencia del babuino, el cariotipo que 
caracteriza a las celulas humanas esta compuesto 46 cromosomas (22 pares más un par de 
cromosomas sexuales), resultados útil para el diagnóstico de xenoquimerismo en el caso de 
esta se estableciera 
 En ninguno de los tres neonatos en los que se trasplantaron in utero células hCD34+ se 
identificaron la presencia de células con 46 cromosomas. Dado que la sensibilidad del 
cariotipo detecta hasta 1 en 200 células, en el caso de que se hubiera establecido 
xenoquimerismo, éste sería inferior al 0,5%.  
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5.7.2.3.  Técnica de hibridación in situ con fluorescencia  
En 32 animales analizados, que no fueron trasplantados con células hCD34+, las 
sondas para FISH de los cromosomas X e Y humanos, no hibridaron con los cromosomas X e 
Y de los babuinos. Por el contrario, se encontró que dichas sondas hibridaban de forma 
específica en los controles humanos correspondientes.  
 En los tres neonatos en los que se realizó el trasplante in utero de hCD34+, las sondas 
utilizadas no hibridaron con los cromosomas X e Y presentes en el babuino. Dado que la 
sensibilidad de la técnica es cercana al 1%, los datos indican que en el caso de que se hubiera 
establecido xenoquimerismo, éste sería inferior a dicho porcentaje. 
 
5.7.2.4.  Citrometría de flujo. 
Siguiendo el mismo proceso que en las muestras de sangre del cordón umbilical 
humano (apartado 5.1.1 de esta misma sección), se aislaron las células mononucleares de 
sangre periférica, de 3 animales (unicamente uno de ellos había sido sometido a trasplante de 
células hCD34+). Estas células se incubaron con las combinaciones de anticuerpos 
monoclonales correspondientes (apartado 4.3.5 de sujetos de estudio y métodos). En todos los 
casos se analizaron un mínimo de 5.000 células. 
En este punto se detectó un problema de reactividad cruzada humano-babuino, con los 
anticuerpos monoclonales del panel de citometría (ver tabla 8 en el apartado 4.3.5 de sujetos 
de estudio y métodos). Inicialmente, la casa comercial indicó los anticuerpos que presentaban 
especificidad humana, los que presentaban reactividad cruzada entre humanos y babuinos, y 
un tercer grupo del que no se tenía información acerca de la especificidad de especie.  Basado 
en ésta información, se escogieron las combinaciones de anticuerpos monoclonales de 
especificidad conocida, para diagnósticar células humanas en las células del babuino. Sin 
embargo, esto no fue posible porque todos los anticuerpos monoclonales mostraron ser 
inespecíficos para las células de babuinos y humanos,  por lo que los datos presentados en 
esta Memoria indican que dichos anticuerpos monoclonales, no son utiles para la detección de 
xenoquimerismo humano-babuino. 
5.7.2.5.  Estudios moleculares utilizando el genotipo Rh del grupo sanguíneo 
A partir de las células mononucleares de sangre periférica de 11 animales no 
trasplantados, de distinta edad y sexo, y dos controles humanos, con diferente factor Rh, se 
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aisló el DNA, y se realizaron experimentos de PCR (ver anexos: protocolo de extracción del 
DNA) 
Cuando se emplearon oligonucleótidos inespecíficos o degenerados, sólo se detectaron 
las bandas correspondientes a los controles de sangre humana, dos bandas de 113 pares de 
bases (pb) en las células humanas Rh+ y Rh- (Figura 62). 
Figura 62. Resultados de la PCR con oligonucleótidos inespecíficos. 
 
  
 Cuando se emplearon oligonucleótidos específicos para Rh+, sólo la muestra de DNA 
procedente de sangre humana con Rh+ amplificó, originando una única banda de, 
aproximadamente, 99 pb  (Figura 63). 
Figura 63. Resultados de la PCR con oligonucleótidos específicos. 
 
 Basado en estos resultados, el estudio de molecular del genoripo del grupo Rh puede 
ser útil para el diagnóstico de xenoquimerismo. 
En los 3 neonatos babuinos a los que se trasplantaron in utero células hCD34+, sólo se 
obtuvieron productos amplificados de la sangre humana Rh+ y Rh-, empleadas como control. 
No pudiéndose detectar xenoquimerismo por esta técnica. 
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5.7.2.6.  Determinación de la sensibilidad de la anidada PCR o nested PCR 
Con el objetivo de aumentar la sensibilidad de la PCR, se puso a punto la técnica de 
anidada PCR o nested PCR, como método de detección de xenoquimerismo, utilizando los 
oligonucleótidos del apartado anterior. Para determinar su sensibilidad se tomaron muestras 
de sangre total de dos animales no trasplantados, y se realizaron seis diluciones con células 
CD34+ de cordón umbilical de recién nacidos humanos (hCD34+) de grupo sanguíneo 0 Rh+. 
Las diluciones se hicieron en función a los valores de células blancas/ml en sangre que 
presentaban los animales, determinados por un hemograma: el animal B1 tuvo 11,4x106 
células blancas/ml y el animal B2 tuvo 11,3x106 células blancas/ml. Se realizaron diluciones 
seriadas desde una relación 1:10 hasta 1:106 (células blancas babuino/células hCD34+). Una 
vez realizadas las diluciones, se aisló el DNA.  
Se realizó entonces una primera PCR empleando los oligonucleótidos inespecíficos o 
degenerados y sobre el material amplificado se realizó una segunda PCR con los 
oligonucleótidos específicos. Se encontró una banda que se correspondía con un fragmento de 
99 pb en todas las diluciones, producto de la amplificación de la secuencia Rh+ humana, 
además de las bandas correspondientes a los controles de sangre humana Rh+ y Rh-. Estos 
datos indican que con la anidada PCR se puede detectar al menos una célula humana hCD34+ 
en un millón de células babuinas (Tabla 45 y Figura 64).  
Cuando se trató de extrapolar a los animales neonatos trasplantados in utero con 
células hCD34+, en el primer animal estudiado se encontró una amplificación inespecífica y 
se descartó inicialmente esta técnica para analizar los siguientes animales, hasta que se 
realizaran más estudios y se pudiese determinar los diversos factores que justifiquen la 
inespecificidad encontrada. 
Otra vía que queda por explorar es el diseño de nuevos pares de oligonucleótidos 
específicos para la región humana Rh+, tratando de realizar la doble PCR con los nuevos 
oligonucleótidos. 
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5.7.2.7.  Estudios moleculares utilizando secuencias Short Tandem Repeat PCR múltiple.  
 Con el mismo objetivo se realizó la determinación de las secuencias short tandem 
repeat (STR) por PCR múltiple para detectar xenoquimerismo en dos de los neonatos 
babuinos que habían sido trasplantados in utero con células hCD34+.  
 
En la figura 64 se representan los resultados obtenidos en dos neonatos a los que se les 
había trasplantado células hCD34+. Para caracterizar el patrón de los alelos STR presentes en 
los recién nacidos, se utilizó el ADN de las células hCD34+ inyectadas, dependiendo de cada 
animal y de la madre de cada uno de los neonatos.  
No se detectó la presencia de un patron STR característico de las células hCD34+ en 
las muestras obtenidas de los neonatos. En base a estos resultados, es de esperar que en el 
caso de que se haya establecido xenoquimerismo, este sería inferor al 0,1% de la celularidad 
total del recién nacido babuino.  
 
Figura 65 Resultados del análisis de fragmentos en la electroforésis capilar tras PCR para detectar STR 
para los marcadores D3S1358, VWA, D16S539, D2S1338 marcados con 5-FAM (azul). 
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El trasplante in utero de células madre hematopoyéticas en estadios precoces del 
desarrollo embrionario, intenta conseguir que las células de un donante, establezcan una 
quimera hematopoyética en el receptor, que sea tolerada y que pueda expandirse a largo 
plazo. Dicha tolerancia inmunológica se alcanzaría tras 1) el trasplante de células 
hematopoyéticas en un  periodo de desarrollo embrionario previo a la presencia de un timo 
funcional, evitando así, la competencia inmunológica de las células T; 2) provocar una 
tolerancia central por delecciones clonales en las células epiteliales del timo con receptores 
para los linfocitos T y, por tanto, con alta afinidad para los antígenos del complejo mayor de 
histocompatibilidad y 3) provocar una tolerancia periférica mediante la supresión de los 
linfocitos T citotóxicos maduros (CD8+) frente a las moléculas HLA de clase I.  
En esta Memoria, se han estudiado los diferentes pasos para realizar y controlar el 
trasplante in utero de células madre hematopoyéticas CD34+, procedentes de la sangre del 
cordón umbilical de recién nacidos humanos sanos, a embriones preinmunes babuinos, a 
través de la celocentesis ecoguiada. En gestaciones humanas y en primates, el período de 
tolerancia inmunológica es anterior a las 14 semanas postfecundación. Con intención de tratar 
una enfermedad diagnosticada en el embrión, se ha demostrado, que mediante la celocentesis 
se puede realizar el diagnóstico citogenético prenatal, así como el trasplante de células madre 
hematopoyéticas al entorno embrionario durante el periodo preinmune.  
 En la actualidad, la expresión del antígeno CD34 es considerada un indicador de célula 
hematopoyética primitiva (22). Estas células han demostrado clínicamente, una elevada 
capacidad de repoblar la médula ósea, tras el trasplante celular, tanto en niños, como en 
adultos (30). Dada su facilidad de recolección, transporte y almacenaje, la mayor 
disponibilidad de las células madre hematopoyéticas, así como por su inocuidad y asepsia, la 
sangre del cordón umbilical del recién nacido, se convierte en la fuente de obtención de 
células madre hematopoyéticas CD34+ que presenta mayor expansión en los últimos años 
(33).   
 Desde que Broxmeyer en 1988, utilizó por primera vez la sangre de cordón umbilical, 
en un niño afecta de anemia de Fanconi, utilizando sangre de su hermana, hasta hoy, se han 
realizado más de 4.000 trasplantes de células madre hematopoyéticas procedentes de la sangre 
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del cordón umbilical (78, 205). Esto ha motivado que, a nivel mundial, se estén creando 
bancos de sangre de cordón, para más de 100.000 donaciones, tanto públicos como privados. 
Estos últimos, motivando a sus clientes a conseguir un futuro “seguro biológico” para toda la 
familia.   
 La evidencia de que las células CD34+ del cordón umbilical podían reconstituir la 
hematopoyesis procede de los resultados obtenidos tras experimentos con diluciones límite de 
células CD34+, que pusieron de manifiesto  que  el porcentaje de células que proliferan 
depende de las fuentes de progenitores, y que la mayor proliferación y capacidad de 
integración a largo plazo, proviene de células CD34+ del cordón umbilical, cuando se 
compara con los resultados tras utilizar  médula ósea o sangre periférica (80-82, 206-210).  
 La eficacia del trasplante utilizando sangre del cordón umbilical, se correlaciona con 
el número total de células nucleadas o con el número total de células madre hematopoyéticas 
CD34+ (30, 33). El menor tiempo en lograr el injerto, y la mejor supervivencia, tras el 
trasplante, se han conseguido tras administrar una dosis superior a de 2x108 células nucleadas 
por Kg de peso o 2x106 células CD34+ por Kg de peso (30). Se observó, que tras la recogida 
de la sangre del cordón umbilical de recién nacidos humanos a término y sanos, el número de 
células CD34+ aisladas por una técnica de separación inmunomagnética (MACS), se 
correlaciona de forma directamente proporcional con el volumen de sangre recogido (Figura 
35). Además, se encontró que el número de células CD34+ por ml de sangre recogida es 
independiente de la edad materna, grupo étnico, edad gestacional, peso neonatal, grupo 
sanguíneo neonatal, sexo neonatal, vía del parto, así como, del valor del test de Apgar al 1º y 
5º minuto. Por el contrario, el número de células CD34+, por ml de sangre recogida, tras 
MACS, se relaciona de forma directa con el peso placentario (Figura 35). 
 La mayoría de los estudios que analizan la influencia de los factores obstétrico-
perinatales en las características de la sangre del cordón umbilical, se basan 
fundamentalmente en conocer los cambios en el volumen de sangre recogido, el número total 
de células mononucleares y el porcentaje de progenitores hematopoyéticos o unidades 
formadoras de colonias hematopoyéticas, todas ellas relacionadas entre sí (59-61). Jones et al 
(211) observaron en 9.205 partos, que el volumen de sangre recogido depende, de forma 
directamente proporcional, del porcentaje de cesáreas, del periodo de dilatación, la distancia 
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en cm desde la inserción del cordón umbilical en la placenta y el lugar de la punción, el peso 
neonatal y el peso placentario, siendo este último el factor de mayor relevancia tras el análisis 
multivariante (p< 0,001), en concordancia con otros autores (212-214). Tras la aparición de la 
técnica de la citometría de flujo, comienza a describirse la relación entre las variables 
obstétrico-perinatales y el número de células CD34+(68, 69, 215). Dicho número se relaciona 
de forma inversamente proporcional con la edad gestacional, siendo más llamativo, el 
descenso del número de células CD34+ en las gestaciones por encima de las 28 semanas de 
gestación (78, 215). En estos trabajos, además, no se observa relación entre el número de 
CD34+ y la vía del parto, el periodo de dilatación o el sexo neonatal. Por el contrario, se sigue 
observando una relación directamente proporcional entre el número de CD34+, el peso 
neonatal y el peso placentario (33). Aunque la separación de las células CD34 + procedentes 
de la sangre del cordón umbilical, mediante métodos inmunomagnéticos, resulte ideal, no se 
encuentran trabajos en la literatura que hablen sobre la influencia de los factores obstétrico-
perinatales y el número total de células CD34+ separadas por MACS, por ml de sangre 
recogido y que, basados en los resultados de esta Memoria, el peso placentario supone el 
factor más importante, dentro de los parámetros estudiados (Figura 35).  
 Una de las mayores limitaciones del uso de la sangre del cordón umbilical es el 
reducido volumen que se obtiene por recién nacido. Habitualmente, la media de volumen 
obtenido de sangre de cordón umbilical es de 70 ml (30, 33). En los resultados de esta 
Memoria, la media±D.T. y el rango (min,max) de volumen fue de 38,4±6 (30; 63) ml, cerca 
del 55% de lo habitual, si bien es cierto que, se encontraron valores cercanos al mínimo al 
inicio del estudio, y dada la curva de aprendizaje del personal responsable de la extracción, el 
porcentaje de volúmenes elevados al final del estudio fue mayor.  
 A difencia de la sangre del cordón umbilical, la media de volumen de sangre 
procesada, cuando se utiliza la sangre periférica como fuente de células madre 
hematopoyéticas, es cercana a 15 litros, por lo que es patente, que el potencial de la sangre del 
cordón umbilical como fuente de células CD34+ es casi 100 veces menor que el de la sangre 
periférica(216). Una de las alternativas para suplir este déficit potencial, se basa en la 
posibilidad de expandir ex vivo las células madre hematopoyéticas de la sangre del cordón 
umbilical. En general, existen múltiples alternativas de reproducir in vitro la hematopoyesis y 
analizar la capacidad de expansión ex vivo utilizando medio de cultivo con suero y citocinas, 
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suplementado o no con cytomatrix, fue una de las bases experimentales de este estudio. Se 
encontró que tras incubar las células CD34+ procedentes de la sangre del cordón umbilical de 
recién nacidos sanos, durante 7 y 14 días, la tasa de proliferación celular fue de 2 y 10 veces, 
respectivamente, con un porcentaje de pérdida en la expresión de CD34 del 78% al cabo de 
14 días de incubación, sin que pudieran demostrarse diferencias entre las distintas condiciones 
de cultivo, dado el escaso número de muestras analizadas (Tabla 16 y Figura 37). No se han 
encontrado en la literatura trabajos que reproduzcan de forma fidedigna, la metodología de 
éste estudio. Las distintas combinaciones, de suero y citocinas, han sido descritas de forma 
separada en varios estudios de expansión ex vivo de múltiples fuentes, incluyendo la sangre de 
cordón umbilical. Zandstra et al (217) con células CD34+ procedentes de la médula ósea, 
utilizando IL-3, SCF, y FLT-3L, alcanza, al cabo de 14 días, un incremento en el número de 
células de 45 veces. Petzer et al (218)con células madre hematopoyéticas procedentes de 
sangre periférica, utilizando IL-3, SCF, FLT-3L y factor de crecimiento granulocítico, 
alcanza, al cabo de 7 días de incubación, un incremento en el número de células de 2-5 veces. 
Piacibello et al (219) con células CD34+ procedentes de la sangre del cordón umbilical, 
utilizando FLT-3L y TPO, alcanza, al cabo de 14 días, un incremento en el número de células 
de 150 veces. Inicialmente, Bagley et al (220)y, posteriormente, Banu et al (221), describen la 
utilización de biomatrices tridimensionales para la expansión de células CD34+ procedentes 
de médula ósea humana. Estos autores observaron una mayor capacidad de proliferación y un 
menor porcentaje de pérdida de la expresión de CD34+ en aquellas placas de cultivo con 
medio y citocinas que se suplementaban con cytomatrix frente a aquellas que no tenían 
cytomatrix, al cabo de 3 y 6 semanas de incubación. Además, Banu et al demostraron que el 
porcentaje de pérdida en la expresión de CD34+ es inversamente proporcional a la 
concentración de citocinas, particularmente IL-3, cuando se estudian órdenes de nanogramos 
y picogramos de concentración. Al cabo de 21 días de incubación y, tras nueva separación de 
las células CD34+, se obtuvo un incremento de 5 veces el número inicial de células CD34+; 
nuevamente, este dato no pudo contrastarse con la literatura, pero es obvio que encontrar un 
sistema de expansión ex vivo que promueva la proliferación celular, acompañado de una 
mínima diferenciación o pérdida de la potencialidad de las células madre, es el objetivo 
primordial de este campo de la hematología.  
 Hoy en día, pueden encontrarse diferentes medios comerciales capaces de mantener 
las células progenitoras en cultivos de expansión continua durante meses (Stempro34 de Life 
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Technologies, X-VIVO de Bio-Whitaker, Cellgro de Cellgenix y otros), aunque son sistemas 
que se encuentran en constante evolución y cuya aplicación no esta estandarizada. 
En cuanto al uso potencial de las células madre hematopoyéticas previamente 
expandidas, los resultados obtenidos en animales de experimentación resultan contradictorios. 
En 1992, Muench et al (222) obtuvieron resultados favorables en cuanto al porcentaje de 
injerto cuando, las células madre hematopoyéticas procedentes de médula ósea y 
posteriormente trasplantadas en ratones,  eran previamente expandidas ex vivo con IL-1 y 
SCF, frente a las células no expandidas. Ratajczak et al (223) al incubar las células con IL-1, 
SCF, TPO e IL-3 observaron que se aceleraba la recuperación medular, en relación al número 
de plaquetas y neutrófilos, cerca de una semana, lo que se relaciona con un mayor porcentaje 
de supervivencia, al compararlo con los resultados tras trasplantar células de médula ósea 
fresca. Además, el inóculo previamente expandido representaba una décima parte de los 
inóculos no expandidos.  
Uno de los potenciales de la expansión ex vivo, con intención de posteriormente 
inyectar las células, es la excesiva diferenciación, con pérdida de la capacidad de 
autorenovación, e inducción de las células hacía líneas celulares específicas y pérdida de la 
multipotencialidad.  Hirayama y Ogawa (224) en ratones, demuestran que el tratamiento 
previo de las células con IL-1 e IL-3 inhibe la expansión de la línea linfocitica B en el 
receptor (53). Bathia et al (225) tras añadir  IL-1, SCF TPO e IL-3 encuentra una disminución 
del porcentaje de injerto y la capacidad de repoblación celular a largo plazo en ratones. De 
igual forma en primates, Brant et al (226) tras expandir células CD34+ procedentes de la 
médula ósea alogénica, con IL-1, IL-6 y SCF observan in vitro un incremento en la población 
celular, en el número de CD34+, así como, de progenitores hematopoyéticos del tipo célula 
formadora de colonias granulocíticas y contradictoriamente un retrazo en la recuperación 
hematopoyética de los animales trasplantados con éstas células frente a los que habían sido 
trasplantados con médula ósea fresca. Por el contrario, Andrews et al  (227)tras expandir 
previamente las células trasplantadas con SCF y G-CSF consigue una disminución de dos 
semanas en la recuperación neutrófila, sin que se observaran cambios en la recuperación 
plaquetaria.  Para objetivar los efectos beneficiosos de la expansión, fue necesaria la 
inyección, post trasplante, de factores de crecimiento hematopoyético en los animales.  Los 
resultados obtenidos en estudios animales tras inyectar células madre hematopoyéticas 
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humanas previamente expandidas, son igualmente contradictorios y se desconoce el efecto 
que el propio xenotrasplante puede tener sobre este particular.  Muchas de estas diferencias 
podrían explicarse por la amplia diversidad en la metodología utilizada, en que, a pesar de 
conocer el número y el fenotipo celular, se desconoce el porcentaje de células que se 
encuentran en una u otra fase del ciclo celular, la utilidad de uno u otro factor de crecimiento 
en relación a la concentración necesaria para la expansión y, por tanto, quedan muchos 
interrogantes por responder en este campo.  
No existen estudios animales o humanos, que hagan referencia a la supervivencia de 
las células madre hematopoyéticas humanas en el líquido extracelómico de babuino. De los 
resultados encontrados en el apartado 5.3 de la sección de resultados, se remarcan tres hechos 
fundamentales: 1) en torno a las 20 horas de incubación de las células hCD34+ en el líquido 
extracelómico, sobrevive cerca del 30% de las células; 2) de las células que sobreviven, un 
72% pierden la expresión del antígeno CD34; y 3) conforme se incrementa la proporción de 
medio de cultivo suplementado con suero y factores de crecimiento hematopoyéticos, en las 
diluciones de éste con líquido extracelómico del babuino, se observa un incremento en el 
porcentaje de supervivencia células, así como, una disminución en la pérdida de expresión del 
antígeno CD34+ en las células cultivadas.  Dado que el saco vitelino, durante el desarrollo 
embrionario precoz, representa uno de los tejidos hematopoyéticos primarios, y que éste, se 
encuentra dentro de la cavidad extracelómica, sería de esperar que el líquido extracelómico 
proporciona un microambiente óptimo para el mantenimiento y la proliferación de las células 
medre hematopoyéticas.   
Haciendo una revisión del contenido molecular del líquido extracelómico en gestantes 
humanas y primates durante el primer trimestre de gestación, se generó un catálogo de solutos 
presentes en la cavidad extracelómica (ver tablas 19, 20 y 21 y figuras 40 y 41).  Tras 
analizar la distribución de las moléculas en sangre materna y el líquido extracelómico, se 
observó que la membrana corio-decidual se comporta como una membrana semipermeable, y 
que la distribución de los gradientes de concentración en uno u otro espacio es similar para 
cada molécula medida en ambas especies (228). El carácter de membrana semipermeable, 
queda demostrado por el hecho de que las moléculas de bajo peso molecular como la urea, la 
glucosa o los electrolitos, responsables de la osmolalidad, están  distribuidas de forma similar 
en el suero materno y el líquido extracelómico. La distribución de proteínas en ambos fluidos 
   Discusión 
 147
es, por el contrario, significativamente distinta, y con un gradiente  global aproximado de 18:1 
(suero materno 18: líquido extracelómico 1). A su vez, cada proteína presenta un gradiente 
particular dependiendo de su origen y, probablemente también, de las variaciones funcionales 
que van ocurriendo a lo largo del embarazo (178, 229). Así, por ejemplo, las proteínas totales 
y la pre-albúmina aumentan en el líquido extracelómico durante el primer trimestre del 
embarazo a pesar de que sus niveles en suero materno disminuyen por la hemodilución 
fisiológica que ocurre durante este periodo. Estos hallazgos sugieren que los cambios 
protéicos en el líquido extracelómico son independientes de los que cambios que ocurren en el 
suero materno (133, 230). Proteínas específicas de origen trofoblástico, como el lactógeno 
placentario, la activina A y la inhibina están más elevadas en el líquido extracelómico que en 
el suero materno. La hormona hCG, no sólo aumenta en el espacio extracelómico durante el 
primer trimestre del embarazo, si no que alcanza niveles hasta 185 veces más elevados que en 
suero materno. La vitamina B12, la prolactina y la proteína placentaria 14, que son de origen 
decidual, están también más elevadas en el líquido extracelómico que en el suero materno. 
Los niveles de estradiol y progesterona, por el contrario, disminuyen en líquido extracelómico 
a lo largo del primer trimestre del embarazo (179, 188) 
Dada las necesidades de expansión celular de las estructuras embrionarias y 
embrionarias durante el primer trimestre de gestación, se han estudiado la presentcia de los 
diferentes aminoácidos y factores de crecimiento como los “insulin-like growth factors” 
(IGFs) y sus “binding proteins” (IGFBP-1). Existe transporte activo de aminoácidos de la 
madre al embrión que se acumulan en el líquido extracelómico (176, 191). También se ha 
demostrado que los IGFs se encuentran en concentraciones más elevadas en el líquido 
extracelómico que en el suero materno (193, 231-233). Además, se sabe que en suero materno 
hay niveles más elevados de la forma fosforilada de IGFBP-1, mientras que en el líquido 
extracelómico los niveles de la IGFBP-1no-fosforilada son los más elevados.  Esto indica una 
inhibición de la función biológica de IGF-II en la madre y disponibilidad de IGF-II en líquido 
extracelómico (231).  
La capa endodérmica del saco vitelino es también capaz de sintetizar proteínas 
similares a las que producirá el hígado fetal. Estas proteínas, que incluyen una isoforma de la 
alfa-fetoproteína (AFP),  alfa1-antitripsina, albúmina, pre-albúmina y la transferrina, son 
secretadas mayoritariamente al entorno embrionario, contribuyendo muy  poco al conjunto de 
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las proteínas plasmáticas maternas (234, 235). Por el contrario la AFP embrionaria, que puede 
ser diferenciada de la producida por el saco vitelino, debido a su elevado  peso molecular  (± 
70 kDa), se distribuye entre los líquidos amniótico, extracelómico y suero materno (236).  
Finalmente, moléculas tan variadas como las hormonas tiroideas maternas, el hierro, 
factores del complemento, la relaxina y algunas inmunoglobulinas específicas IgG, IgM e IgA 
contra el Toxoplasma Gondii, Citomegalovirus o Rubéola, también han sido medidas en el 
líquido extracelómico antes de la 12ª semana de gestación, demostrando que proceden del 
compartimento materno, debido a la incapacidad, tanto del embrión, como del saco vitelino de 
estos compuestos en este estadio del embarazo (201, 237).  
Una de las limitaciones más importantes de este trabajo ha sido la carencia de estudios 
previos que se hayan realizado, en animales babuinos, dado su elevado coste y su reducido 
número. Gran parte del material presentado en esta Memoria, intenta validar el modelo animal 
babuino gestante como un adecuado sustituto del modelo humano, y muchos de los objetivos 
cumplidos, no habían sido abordados con anterioridad, por lo que no se encuentran referentes 
en la literatura. El babuino presenta similitud con el humano en relación a la placentación, 
desarrollo embrionario, sistema reproductor, sistema endocrino e inmunológico (101, 137, 
238, 239). Su gran tamaño, facilita la realización de múltiples técnicas diagnósticas y de 
control gestacional, que en la actualidad se utilizan de forma habitual en gestaciones 
humanas, así como realizar el trasplante de células hCD34+ en la cavidad extracelómica, 
entre los 36-44 días postfecundación, equivalentes a las 6ª-8ª semanas postfecundación en 
humanos. 
Se ha descrito que entre los estadios de Carnegie 17 y 23 del desarrollo embrionario, 
los parámetros ecográficos embrionarios y extraembrionarios, tanto en gestaciones humanas, 
como en babuinos, presentan una elevada similitud (ver tabla 22 y figura 42-48). Este hecho 
es básico realizar estudios durante el primer trimestre de gestación, en particular, la 
experimentación de técnicas invasivas ecoguiadas antes de ser experimentadas en humanos, 
evitando así el riesgo de pérdida fetal precoz o anomalías congénitas secundarias al 
procedimiento. Se ha demostrado, además, que partir del segundo trimestre y dado que el 
periodo gestacional de los babuinos es aproximadamente 90 días menor que los humanos, los 
parámetros ecográficos obtenidos en ambas especies se van diferenciando conforme avanza la 
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gestación (Tabla 23). Debido a dichas diferencias, no resultaría útil la fórmula de Handlock 
para el cálculo del peso estimado fetal utilizada de forma habitual en humanos, para estimar el 
peso fetal en babuinos, pero a la espera nuevos estudios para estimar el peso fetal en el 
animal, los resultados obtenidos tras utilizar la fórmula en babuinos dieron un resultado 
orientativo para calcular la dosis de células inyectadas por Kg de peso fetal (Tabla 32). Por el 
contrario, el intervalo de confianza del 95% de la media de los parámetros hematológicos en 
individuos humanos sanos resultaría útil para  predecir y diagnóstica la aparición de cualquier 
anomalía en el torrente sanguíneo del modelo animal. De igual forma, cambios en los niveles 
de citocinas u hormonas medidos antes y después de la celocentesis, en sangre periférica de 
babuinos gestantes podrían ser útiles para controlar las complicaciones tras el procedimiento.  
Cuanto mayor es la precocidad en el diagnóstico prenatal de cualquier defecto 
genético, más fácil se hace para el paciente tomar una decisión en el manejo médico de la 
gestación.  Se ha demostrado que mediante la utilización de la celocentesis pueden 
diagnosticarse anomalías citogenéticas en un período previo al diagnóstico por amniocentesis 
o biopsia de corion (101, 228, 240). De forma experimental, las celocentesis en humanos, se 
han realizado, en pacientes que habían decidido interrumpir posteriormente la gestación, entre 
la 4º y 8º semana postfecundación (Tabla 46). Atkinson et al (241), del Hospital Universitario 
St. James en Leeds, fueron los primeros en mostrar una tasa de éxito de un 65% en los análisis 
citogenéticos de las muestras de líquido extracelómico obtenidas entre la 7ª y la 9ª semana de 
gestación. Gruger et al mostraron una tasa de 90% de éxito en cultivos y análisis citogenéticas 
de muestras obtenidas entre la 6ª y la 10ª semana de embarazo, y cuando las células 
extracelómicas se cultivaban en presencia de medio de cultivo de fibroblastos (242). Estos 
autores sugirieron que este método provisto de los factores de crecimiento fibroblastico 
resultó esencial para el crecimiento in vitro de la las células extracelómicas. Más 
recientemente, los mismos autores diagnosticaron un caso de Síndrome de Turner a las 9 
semanas de gestación mediante estudios citogenéticos y análisis por FISH de los cromosomas 
18, 13/21, X e Y, en células extracelómicas no cultivadas (164, 243). Makrydimas et al (244) 
diagnósticaron embriones afectos de β-talasemia a las 7 semanas de gestación, en parejas 
portadoras del gen afecto. Curiosamente, estos autores excluyeron la contaminación materna, 
demostrando la distribución alélica esperada del gen de la apolipoproteina B (ApoB)  paterna  
en las células analizadas.  Este grupo también ha realizado test de paternidad analizando los 
modelos de segregación, paterno y materno, de los alelos del gen de la trombopoyetina (TPO) 
   Discusión 
 150
y ApoB en las células extracelómicas (245). Lau et al obtuvo un 91% de éxito en la 
determinación del sexo fetal usando la amplificación por PCR de una secuencia específica del 
cromosoma Y en las muestras de líquido extracelómico. Entre sus resultados, figuran un 
resultado falso positivo y dos resultados falsos negativos, relacionados con una posible 
contaminación de células maternas y el tamaño insuficiente de la muestra (246).  
Tabla 46. Resultados de los estudios de diagnóstico prenatal realizados en gestaciones humanas durante el 
primer trimestre de gestación vía celocentesis.  
 
N 
Edad 
gestacional 
(semanas 
postfecundación
) 
Volumen 
ml 
(rango) 
Vía de 
abordaje 
Tipo de 
estudio Diagnóstico Referencia 
30 8 - 10 3 – 8.3 Vaginal 
Citogenéticos  
 (n=10) 
FISH (n=10) 
PCR (n=10) 
Sexo fetal (247) 
58 7 - 10 0,5 – 2,5 Vaginal PCR Anemia falciforme (248) 
32 7 - 10 ND Vaginal FISH Sexo fetal (249) 
20 8 - 11 5,5 (media) Vaginal Citogenéticos Estudio del cariotipo fetal (241) 
30 6 - 10 1.5 - 10 Vaginal Citogenéticos Estudio del cariotipo fetal (242) 
25 7 - 10 3 – 10 Vaginal PCR 
Sexo fetal  
Diagnóstico de 
Fibrosis Quística 
(250) 
1 9 ND Vaginal Citogenéticos Síndrome de Turner (243) 
26 6 -10 0,5 - 10 Vaginal  FISH 
Estudio de los 
cromosomas sexules 
y los autonómicos 18, 
13 y 21 
(164) 
4 7 - 9 1 Vaginal  PCR Beta Talasemia (244) 
35 6 - 10 0,5 – 3 Vaginal PCR Sexo fetal (246) 
17 ND ND Vaginal QF-PCR 
Estudio de los 
cromosomas sexules 
y los autonómicos 18, 
13 y 21 
(251) 
20 7 - 9 2 - 3 Vaginal PCR 
Estudio de paternidad 
basado en el 
diagnóstico de los 
polimorfismo del gen 
de trompoboyetina y 
Apolipoproteína B 
(245) 
N: número de pacientes; ND: no descrito. FISH: Hibridación in-situ con fluorescencia; PCR: Reacción 
en Cadena de la Polimerasa; QF-PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa con Fluorescencia. 
Los resultados obtenidos en esta memoria han demostrado que al igual que en el 
humano, existen células vivas en el líquido extracelómico, que su múnero es muy limitado y, 
que el tiempo necesario de cultivo, previo al análisis citogenético puede ser relativamente 
largo (Tabla 26). Esto último resulta un factor limitante del aprovechamiento clínico de la 
celocentesis a la hora de realizar un diagnóstico prenatal precoz, por lo que se recomiendan 
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nuevos estudios sobre la biología de estas células para incrementar su capacidad de 
proliferación in vitro (242). 
A diferencia de los estudios realizados en humanos, el modeloa animal babuino 
facilita la realización de la celocentesis mediante el abordaje, tanto transvaginal, como 
transabdominal.  El riesgo inherente a la técnica, ha estado sujeto a controversia durante los 
últimos años (101, 157, 160, 162, 245). En humanos, el riesgo de pérdida embrionaria 
secundaria al procedimiento se sitúa entre 3-20%. En estos pacientes, la técnica se realizó de 
forma experimental, por lo habían consentido interrumpir la gestación, no pudiendo valorar la 
evolución a largo plazo y el abordaje fue transvaginal. En babuinos, Santolaya et al (101, 157) 
encuentra un riesgo de pérdida se situa alrededor del 3%, a pesar del enfoque experimental, ha 
podido realizar un seguimiento continuo de la gestación hasta el momento del parto y como se 
ha observado en esta Memoria el abordaje transabdominal es más segura y la dificultad 
técnica es mucho menor (Tabla 26) (Datos pendientes de publicar).  
En relación al trasplante in utero de células madre hematopoyéticas, la experiencia 
humana es limitada (Tabla 47). Cincuenta fetos humanos han sido tratados con resultados 
muy dispares si se mide la tasa de injerto que se obtuvo en el recién nacido. El éxito o no del 
trasplante ha sido atribuido a la naturaleza de la enfermedad que se ha querido tratar; a la edad 
gestacional en el que se intento el trasplante; al número, procedencia y fenotipo de las células 
madre transplantadas; a la vía de administración utilizada y finalmente, al seguimiento 
realizado en cada caso. En general, para las inmunodeficiencias, la tasa de injerto ha sido 
favorable ya que en estos existe una clara ventaja proliferativa de las células del donante 
frente a las del receptor (252). Sin embargo, en el resto de las entidades la respuesta fue pobre 
y queda por demostrar si se alcanzó “tolerancia inmunológica” que pudiera facilitar la 
realización de trasplantes postnatales (253, 254).  Es por ello que el trasplante in utero de 
células madre hematopoyéticas se encuentra en fase experimental quedando por definir el uso 
o incremento cuantitativo y/o cualitativo de las células madre hematopoyéticas apropiadas 
que permita garantizar mayores tasas de injerto sin incrementar el riesgo de perdida del 
embarazo. Mientras tanto, este tipo de estudio debería de demostrar su utilidad en animales.  
 
Tabla 47. Resultados en trasplantes in utero de células madre hematopoyéticas en humanos.  
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Entidad patológica EG (semanas) Fuente de células madre Injerto Superv Autor Año Ref. 
Isoinmunización Rh 17 Médula ósea materna No Si Linch et al. 1986 (255) 
Síndrome del linfocito 
desnudo 
30 Hígado y timo fetal Si Si Touraine et al. 1989 (256) 
Inmunodeficiencia 
combinada severa 
28 Hígado fetal Si Si Touraine et al. 1991 (252) 
Inmunodeficiencia 
combinada severa 
20 Médula ósea materna No TEE 
α  talasemia 18 Médula ósea materna Si TEE 
Enfermedad de Chediak-
Higashi 
19 Médula ósea materna No Si 
Diuktnan and 
Golbus 
1992 (257) 
β Thalassemia 25 Médula ósea hermano No Si 
β Thalassemia 18 Hígado fetal ND No 
Leucodistrofia metacromática 37 Médula ósea paterna No Si 
Leucodistrofia metacromática 23 Médula ósea paterna No Si 
Slavin et al. 
 
1992 (258) 
Isoinmunización Rh 12 Médula ósea materna No Si Thilagantan 
and Nicoliades 
1993 (259) 
β talasemia 14 Hígado fetal ND No 
Síndrome de Huerler 
 
14 Hígado fetal No Si 
Cowan and 
Golbus 
1994 (260) 
α  talasemia 15, 31 Hígado fetal No Si 
β  talasemia 18 Hígado fetal No Si 
Anemia falciforme 13 Hígado fetal No Si 
Inmunodeficiencia 
combinada severa ligada al 
cromosoma X 
14 Hígado fetal Si Si 
Westgren et al. 1996 (261) 
Inmunodeficiencia 
combinada severa ligada al 
cromosoma X 
16, 17.5 y 
18.5 
Médula ósea paterna Si Si Flake et al. 1996 (254) 
Inmunodeficiencia 
combinada severa ligada al 
cromosoma X 
21, 22 Médula ósea paterna Si Si 
Inmunodeficiencia 
combinada severa 
23, 24 Médula ósea paterna Si Si 
Wengler et al. 1996 (262) 
Enfermedad granulocítica 
crónica 
17, 21 Hígado fetal ND No Touraine 1996 (263) 
Chediak-Higashi 19 Médula ósea materna No Si Flake and 
Zanjani 
1997 (13) 
Leucodistrofia globuloide 14 Médula ósea paterna Si No Bambach et al. 1997 (264) 
α  talasemia 13, 19  y 24 Médula ósea paterna ¨Si Si Hayward et al. 1998 (265) 
β  talasemia  Médula ósea paterna No Si Monni et al. 1998 (266) 
Leucodistrofia globuloide 13 Médula ósea paterna No Si 
Leucodistrofia globuloide 13 Médula ósea paterna No Si 
Leung et al. 1999 (267) 
Inmunodeficiencia 
combinada severa ligada al 
cromosoma X 
14 Hígado fetal Si Si Westgren M et 
al 
2002 (6) 
 
IEE: Interrupción electiva del embarazo; EG: edad gestacional en el momento del trasplante; Super: 
supervivencia; ND: No determinado  
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Estudios realizados en modelos animales han demostrado que el tratamiento in utero 
utilizando células madre hematopoyéticas es posible (87, 267-269). La ventaja de los 
experimentos en los que se trasplantan células humanas en animales de experimentación, han 
conseguido demostrar 1) el desarrollo y evolución in utero del sistema hematopoyético 
humano, debido a que durante el periodo gestacional dicho sistema es multifocal (diferentes 
órganos hematopoyéticos) y presenta una amplia variedad en su capacidad multilineal, 2) la 
respuesta de el sistema hematopoyético a los factores de crecimiento hematopoyético u otras 
citocinas, 3) que es posible la tolerancia inmunológica al xenotrasplante durante el periodo 
gestacional vs el periodo postnatal, con una menor morbimortalidad y 4) la validez de 
modelos animales que simulan modelos de enfermedad, como la inmunodeficiencia 
combinada severa, para representar entidades patológicas en humanos (13, 270).. 
Entre los estudios de xenotraplante existe una amplia variedad metodológica utilizada, 
tanto en el modelo animal como en el resto de variables. La tabla 48 describe los diferentes 
estudios realizados en animales de experimentación en los que, al igual que en éste trabajo, se 
han trasplantado células humanas en los distintos animales. Como puede observarse en la 
tabla, existe una amplia variedad en el porcentaje de xenoquimerismo detectado, tanto en 
sangre periférica como en médula ósea, e inclusive en muchos de los trabajos no se describe 
dicho porcentaje, a pesar de poder detectar la presencia de células o DNA humano en el 
animal.  
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Tabla 48. Estudios de xenotrasplante hematopoyético in utero (humano-animal) 
 
Modelo Fuentes de células madre hematopoyéticas humanas 
Porcentaje de casos en 
los que se alcanza el 
injerto 
Cuantificación 
del Porcentaje 
de quimerismo 
Autor Año Ref 
Oveja MOA. 43 % 6%SP Srour,  et al 1992 (271) 
Oveja CMHF 40% 13 – 33 %SP Zanjani,  et al 1992 (272) 
Oveja MOA 33% ND Srour,  et al 1993 (273) 
Rata CMHF 29% ND Pixley,  et al 1994 (274) 
Oveja CMHF + FC 40% ND Flake,  et al 1995 (32) 
Babuino Hígado fetal 33% 1,5%SP/MO Shields,  et al 1995 (239) 
Oveja FL-in utero tras xenoquimerismo previo 33% ND Zanjani,  et al 1995 (275) 
Oveja EMA 28% ND Almeida, et al 1996 (276) 
Oveja MOA 49% ND Kawashima, et al 1996 (18) 
Oveja MOA 60% 1- 0,0001%SP Bernstein, et al 1997 (277) 
Rata MOA 29 %SP,  4,12 % MO   7,14 % timo 0,1-2,93%SP Pixley,  et al 1998 (278) 
Rata MOF Hígado fetal 
12% MO, 10% hígado 
86,6 % bazo ND Turner, et al 1998 (279) 
Perro MOA/RETROVIRUS 100% SP/MO 
SP 38% to 0,05% 
MO 20% to 
0,05% 
(10-44 semanas) 
Omori,  et al 1999 (280) 
Macacos SPA 100% 0,1-1,7%SP Tarantal   et al 2000 (281) 
Oveja EMA 80 % ND Liechty, et al 2000 (282) 
Oveja MOA y EMA 43% ND Almeida et al 2000 (268) 
Cabra UCB 1-3% ND Huang, et al 2002 (283) 
Oveja MOA y EMA 40% ND MacKenzie,   et al 2002 (284) 
Oveja Cordón umbilical 100 % 6-32%SP/MO Noia G  et al 2003 (95) 
Cerdos Cordón umbilical 66% 0,1-2%SP Fujiki, Y.  et al 2003 (285) 
 
 MOA: médula ósea de adultos;  MOF: médula ósea fetal;  CMHF: células madre hematopoyéticas fetales; FC: factores 
de crecimiento hematopoyéticos;  EMA: estroma medular adulto; SPA: sangre periférica del adulto; SP: sangre periférica; 
MO: médula ósea. 
 
Durante los primeros años de investigación en este campo, el trasplante in utero de 
células en el animal se realizaba mediante cirugía abdominal.  En la mayoría de los casos el 
útero era exteriorizado y se realizaba la técnica a “cielo abierto”, tras una histerotomía 
mínima. La aparición de los equipos ecográficos de alta definición así como de las técnicas 
invasivas ecoguiadas, ha facilitado el abordaje al feto animal, con menor morbimortalidad y 
hoy en día, los estudios se centran en conseguir acceder al embrión durante un estadio 
preinmune y garantizar un mayor porcentaje de injerto y de quimerismo.  La tabla 49 
describe los estudios de xenotrasplante ecoguidados.  Noia et al (95) supone el único equipo 
que ha reproducido parte del enfoque metodológico presentado en esta Memoria, accediendo 
al espacio extracelómico en un periodo anterior al tercio del periodo gestacional en la oveja, 
considerandolo como pre-inmuine. En el resto de los casos, el abordaje se ha realizado de 
mediante funiculocentesis o transperitoneal. 
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Tabla 48. Estudios de xenotrasplante (humano-amimal) en los que se han inyectado in utero células madre 
hematopoyéticas mediante procedimientos invasivos ecoguiados.  
 
Modelo 
Edad gestacional 
(Días 
postfecundación) 
 
Duración 
de la 
gestación 
(días) 
% del período 
gestacional en 
el momento 
del 
procedimiento. 
Fuente de células 
madre 
hematopoyéticas 
humanas 
Porcentaje 
de injerto 
Autor Año Ref. 
Babuino 85-104 180 47-57 Hígado fetal 33% 
Shields,  et 
al 
1995 (239) 
Macacos 50-56 165 30-34 
Sangre periférica de 
adulto 
100% 
Tarantal   et 
al 
2000 (281) 
Oveja 55-60 145 38-41 
Médula ósea y estroma 
medular 
43% 
Almeida et 
al 
2000 (268) 
Cabra 55-65 150 47-43 Cordón umbilical 1-3% Huang, et al 2002 (283) 
Oveja 40-45 145 28-31 Cordón umbilical 100 % 
Noia G  et 
al 
2003 (95) 
Cerdos 52 114 45 Cordón umbilical 66% 
Fujiki, Y.  
et al 
2003 (285) 
 
  Tras realizar el trasplante de células hCD34+ en el babuino se encontró un porcentaje 
de pérdida del 25% muy similar a los que se publican en otros estudios, inclusive en el de 
Noia et al, a pesar de que hay que considera que este autor no señala el riesgo propio de la 
técnica ni hace ningún comentario en referencia a las pérdidas gestacionales en su trabajo 
(95).   Dado que este porcentaje es mayor del esperado por haber realizado la celocentesis, se 
analizaron otras variables de estudio. Se observó que no existía relación directa con la 
variedad del grupo sanguíneo, ni el número de células hCD34+ inyectadas (Tablas 32, 38 y 
39). Por el contrario, la expansión celular ex vivo previa al trasplante, un porcentaje elevado 
de células CD3+ y más concretamente de células NK (CD3+CD56+) resultaron factores 
comunes en ambos casos de abortos (Tablas 32, 40-42).  
 Como se ha mencionado en pacientes humanos, el menor tiempo en lograr el injerto, y 
la mejor supervivencia, tras el trasplante, se han conseguido tras administrar una dosis por 
encima de 2x106 células CD34+ por Kg de peso, algo similar a lo que ocurre en los modelos 
animales, en el que habitualmente se dan mayores dosis (30, 95, 285). De forma experimental, 
se han demostrado, además, que el éxito en alcanzar el injerto, también se asocia a un número 
determinado de células T (CD3+). Por ejemplo, en el caso de estudios de trasplante 
intrauterino de células madre hematopoyéticas alogénicas en primates, este número es 106-107 
células T/Kg de peso estimado fetal. Dosis por encima de 108 células T/Kg, se han asociado a 
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la muerte del huésped, que se manifiesta como hidrops fetalis e infiltrados linfociticos en los 
estudios histológicos (286).  Aunque aún no pueden ser extrapolados a los estudios de 
trasplante postnatal en humanos, la influencia de las células T en la evolución del trasplante in 
utero, esta siendo estudiada en otros animales, con resultados muy similares a los estudios en 
primates. Entre los estudios humanos de trasplante in utero que hagan referencia a este hecho, 
una dosis cercana de 108 células T/Kg fue nefasta, con resultado de muerte intrauterina con 
injerto masivo (264). En la tabla 32 se resumen las características de las células inyectadas 
por cada animal. En los casos de aborto  la dosis de células CD3+ fue de 7,1x106 y 15x106 
células/Kg, respectivamente a diferencia del resto de los animales en los que la dosis fue 
menor a 108 células CD3+/Kg.  
 Las células NK son células del sistema linfoide, capaces de matar células no propias, 
propias infectadas o tumorales, por lo que han sido relacionadas con el rechazo de trasplantes 
de médula ósea postnatal (287). El papel de las células NK en el trasplante in utero, no ha 
sido aún explorado. Estas células aparecen en el hígado alrededor de la 6ª semana de 
gestación, y representan entre el 35 y el 75 % de las células CD45+ hepáticas entre las 6 y 24 
semanas (56). La observación que demuestra que las células NK representan un 29 % de los 
linfocitos, en sangre fetal a las 13 semanas de gestación, y un 6 % a término, puede sugerir 
que las células NK representen una primera línea de defensa durante el desarrollo embrionario 
(288). En la sangre de cordón umbilical las células NK presentan una capacidad destructiva 
limitada durante las primeras 24 horas de vida neonatal, pero a diferencia de las células T que 
también presentan un estado de inmadures, estudios de cultivos de ambos tipos celulares ha 
puesto de manifiesto que ante la presencia de antigenos y ante el incremento de IL-2 e IL-12, 
la capacidad inmunocompetente de las NK es mayor que la de los linfocitos T (289, 290). En 
los casos de abortos, el porcentaje de células NK presentes en las células trasplantadas eran 
entre 3 y 8 veces superiores al resto de los casos (Tabla 42). 
 Se ha demostrado que es posible trasplantar células madre hematopoyéticas hCD34+ 
durante el periodo preinmune y nuevamente retrasplantar una nueva dosis de células durante 
el período inmune. Dadas las limitaciones temporales de estudios, los resultados únicamente 
permiten especular que  que en este animal, el primer trasplante puedo inducir la tolerancia 
inmunológica, lo que facilitó el retrasplante posterior y que en el casos que esto pueda ocurrir, 
se podrían realizar nuevos retrasplantestanto prenatales como postnatales, de similar tejido o 
de otros órganos, pero este hecho debe de ser demostrado con pruebas de tolerancia 
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postnatales y comparados los resultados con los obtenidos en animales en los que no se 
retrasplantan (291, 292).  
 Se ha demostrado que las células hCD34+ sobreviven in vitro en el líquido 
extracelómico del babuino, y que la tasa de supervivencia celular se incrementa de forma 
proporcional con el porcentaje de medio de cultivo y factores de crecimiento en diluciones 
con dicho líquido extracelómico (Tabla 18 y Figura 39).  Además, se demostró que el 
líquido extracelómico del babuino puede ser sustituido parcialmente y temporalmente por 
medio de cultivo y líquido extracelómico, con intención de mejorar in vivo el microambiente 
en el que se trasplantan células madre hematopoyéticas en el babuino gestante. En estos casos, 
se desconoce la cinética de proliferación in vivo y si son válidos los resultados in vitro por el 
que cabría preguntar, si un 30% de células hCD34+ al cabo de 20 horas son suficientes para 
lograr el xenoquimerismo. Metodológicamente es posible el recambio de al menos del 50% 
del líquido extracelómico lo que sería útil para mejorar el porcentaje de supervivencia y el 
tiempo de supervivencia de las células madres inyectadas, aunque se requieren más estudios 
para demostrarlo. Nuevamente, no se pueden comparar estos resultados por falta de estudios 
similares. 
 Mediante los estudios de detección del grupo sanguíneo Rh+, cariotipo, citogenética 
molecular y genómicos, se pueden detectar células humanas en sangre del babuino. 
Dependiedo de la técnica utilizada se puede detectar entre  1 en 106 o 5 en 100 células.  En la 
actualidad, utilizando los anticuerpos monoclonales habituales, la detección de 
xenoquimerismo humano-babuino no es fiable debido a la inespecificidad de los anticuerpos 
monoclonales en relación a una u otra especie.   
 En ninguno de los recién nacidos sometidos a trasplante in utero de células hCD34+ 
vía celocentesis pudo detectarse xenoquimerismo, quedan por conocer los resultados en el 
resto de los animales trasplantados. Se desconocen las razons por las que no podido obtener 
células humanas en el animal y el porque de las diferencias con otros estudios de 
xenotrasplante. Se proponen realizar nuevos estudios para la detección de los posibles 
quimerismo, basados en técnicas con mayor fiabilidad.  
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I. El número total de células CD34+ procedentes de la sangre del cordón umbilical de 
recién nacidos sanos a término y sin complicaciones perinatales, se correlaciona de 
forma directamente proporcional, con el volumen de sangre del cordón umbilical 
recogido (Nº total de CD34+ = 1,2 x ml de sangre  + 14,680; R2:57; (p: 0,003)).  El 
número total de células CD34+ por ml de sangre se correlaciona de forma 
directamente proporcional con el peso placentario (Nº total de CD34+ por ml de 
sangre= 58,2 x peso placentario (gramos)  + 12870; R2:59%; (p: 0,001) y es 
independiente del resto de variables clínicas obstétrico-neonatales 
II. Tras la expansión ex vivo de células hCD34+ procedentes de cordones umbilicales 
sanos, durante 7 y 14 días de incubación, la tasa de proliferación celular fue de dos y 
diez veces, respectivamente, con un porcentaje de pérdida en la expresión de CD34 
del 78% al cabo de 14 días de incubación, sin que pudieran demostrarse diferencias 
entre las distintas condiciones de cultivo. Además, tras 21 días de incubación y nueva 
selección de células CD34+ por métodos inmunomagnéticos, se obtiene un incremento 
de cinco veces el número de las células CD34+ al inicio del cultivo. 
III. La membrana corio-decidual se comporta como una membrana semipermeable y el 
espacio extracelómico es un espacio selectivo y dinámico dentro del saco gestacional, 
cuyas características bioquímicas responden a las necesidades del embrión en 
desarrollo. 
IV. El modelo babuino se convierte en un excelente sustituto del modelo humano durante 
el periodo gestacional, para la realización de diversos estudios de diagnóstico prenatal, 
trasplante de células madre hematopoyéticas vía celocentesis y fisiología feto-materna 
durante la gestación. Esto viene determinado por los siguientes hallazgos: 
a. El control evolutivo del desarrollo ecográfico del embrión babuino, entre los 
días 35 y 47 postfecundación, puede realizarse de forma similar al embrión 
humano durante el periodo correspondiente al 17 y 23 estadios de Carnegie. 
b. En los babuinos, el momento más seguro para realizar la celocentesis se sitúa 
en torno a los 40 días post fecundación, que coincide con un periodo 
embrionario preinmune.  
c. El paralelismo entre los resultados ecográficos, biométricos y hematológicos, 
entre el modelo animal y el humano, permite establecer normogramas de 
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seguimiento y control en aquellos casos en que se vaya a realizar cualquier tipo 
de estudio experimental prenatal.   
d. En el modelo animal, el diagnóstico prenatal de cromosomopatías, utilizando 
células procedentes de la cavidad extracelómica, puede hacerse alrededor de 
los 40 días postfecundación.  Sin embargo, se requieren nuevos estudios que se 
centren en conocer la biología de estas células, así como de las condiciones de 
cultivo, con el fin de poder disminuir el tiempo de cultivo necesario para que la 
técnica tenga utilidad clínica. 
e. Cerca de un tercio de las células hCD34+ sobreviven in vitro en el líquido 
extracelómico del babuino al cabo de 20 horas. La supervivencia celular y el 
porcentaje de células que expresan CD34 aumenta conforme existe una mayor 
proporción de medio de cultivo en el líquido extracelómico.  
f. La modificación in vivo del líquido extracelomico del babuino, mediante la 
introducción de medio de cultivo y factores de crecimiento hematopoyéticos, 
podría garantizar una mayor supervivencia de las células progenitoras 
inyectadas, y con ello la capacidad de conseguir el injerto. 
V. El trasplante de células madre hematopoyéticas hCD34+ en el espacio extracelómico 
del babuino, alrededor de los 40 días de gestación, se asocia a un 25% de pérdida 
embrionaria.  
VI. La expansión ex vivo de las hCD34+ previa a la inyección, un porcentaje elevado de 
células CD3+, así como un porcentaje elevado de células NK fueron características 
comunes en los casos de perdida gestacional tras el procedimiento.  
VII. Mediante los estudios de detección del grupo sanguíneo Rh+, cariotipo, citogenética 
molecular y genómicos, se pueden detectar células humanas en sangre del babuino.   
VIII. En los casos en los que se haya establecido xenoquimerismo el porcentaje de células 
humanas en los animales es inferior al 0,1%.  
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8.. 1..   Prott ocoll oss   de  ess tt udii o  en  humanoss   
8.1.1. Protocolo de estudio de las variables clínico-analíticas  materno neonatales tras el 
parto en los dos hospitales pertenecientes a la cuidad de Amarillo, (Texas, 
EE.UU.)  
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8.1.2. Protocolo de extracción de CD34+ de la  de la sangre del cordón umbilical de 
recién nacidos humanos. 
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8.1.3. Protocolo de estudio bioquímico y endocrinológico de la sangre del cordón 
umbilical de recién nacidos humanos. 
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8.. 3..   Técnii cass   de  ll aboratt orii o  
8.3.1. Protocolo de separación inmunomagnética de las células CD34+  
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8.3.2. Protocolo de separación inmunomagnética de las células CD3+ 
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8.3.3. Protocolo de extracción del DNA a partir de sangre total. 
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